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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zellkernarchitektur

1.1.1 Die Ent kun r Zelle un Zellkern

1667 veroffentlichte Robert Hooke (1635-1703) das
bis dahin erste Werk Uber Mikroskopie (erstes
Mikroskop Abb. 1), welches den Grundstein fur alle
mikroskopischen  Untersuchungen legte. Unter
anderem beschrieb er Untersuchungen Uber
Zellengewebe von Pflanzen und pragte dabei den
Begriff der Zelle, Cellula, was soviel wie Kdmmerchen
bedeutet. Erst zu Beginn des 19. Jahrhunderts,
vorangebracht durch Fortschritte in der
Mikroskopentwicklung, konnte Franz Julius Ferdinand
Abbildung 1: Mikroskop von Meyen (1804-1840) die Zelle in ihren verschiedenen
Robert Hooke (aus Cremer 1985) ~ Formen und Grofen als eine elementare Einheit der
Pflanzen, die durch Zellteilung entsteht in seinem

1830 erschienenem Lehrbuch Uber Phytotomie beschreiben und legte damit den
Grundstein der heutigen gultigen Zelltheorie. 1831 kam der britische Botaniker
Robert Brown (1773-1858) ins Spiel, der bei einem Vortrag eine ,areola“ beschrieb,
die in fast allen Zellen einmal, gelegentlich auch zweimal vorkommt und nannte diese
,hucleus of the cell*. Somit wurde der Zellkern entdeckt. Diese Erkenntnis war die
Grundlage fur die Forschungen der deutschen Botaniker Matthias Jacob Schleiden
(1804-1881) und Theodor Schwann (1810-1882), die als Begrunder der Zelltheorie
gelten. Sie stellten fest, dass Zellen die grundlegenden Einheiten von Pflanzen und
Tieren sind, und dass es sowohl einzellige als auch mehrzellige Organismen gibt.
Den Zellkern sahen sie als Cytoblast oder ,Zellbildner®, da er ihrer Meinung nach
entscheidend an der Bildung der Zelle selbst beteiligt sein musste. Die Zelle wurde
also um den Cytoblasten herum gebildet. Schwann verdffentlichte diese
Beobachtungen 1839 in seinem Werk ,Mikroskopische Untersuchungen uber die
Ubereinstimmung in der Struktur und dem Wachstum der Tiere und Pflanzen®. Diese
Meinung war sehr lange Zeit weitlaufig verbreitet, was auch mit der
Urzeugungstheorie der so genannten ,generatio spontanea® zusammenhing, die
besagte, dass Lebewesen spontan und zu jeder Zeit aus unbelebter Masse
entstehen konnten. Erst mit dem Mediziner Robert Remak (1815-1865) konnte diese
Theorie der Zellbildung widerlegt werden. Remak postulierte 1851, dass jede Zelle
aus der Teilung einer anderen Zelle hervorgeht. 1855 sprach Rudolf Ludwig Karl
Virchow (1821-1902), ein deutscher Mediziner, den Satz ,omnis cellula e cellula“ aus
und bestatigte somit die Theorie Remaks und auch die ursprungliche Theorie
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Meyens, der somit der eigentliche Begrunder der Zelltheorie ist (Die vorgenannten
Zitate sind dem Buch ,Von der Zellenlehre zur Chromosomentheorie®, T. Cremer,
Springer Verlag 1985 entnommen (Cremer 1985)).

1.1.2 Der Zellkern
1.1.2.1 Definition von Chromatin

Der Begriff Chromatin kann von dem griechischen Wort ,xpwa“ (Chroma = Farbe)
abgeleitet werden und wurde 1882 von Walther Flemming (1843-1905) gepragt,
nachdem dieser Chromatin mit Hilfe eines basischen Farbstoffes sichtbar machte
(Flemming 1882). Chromatin bezeichnet einen Komplex aus DNA und Proteinen,
also die Form, in der die DNA im Zellkern eukaryotischer Zellen vorliegt. Bei den
Proteinen handelt es sich hier um Histone. Histone sind kleine, basische Proteine
(102-135 Aminosauren), mit deren Hilfe die DNA in Zellkernen von Eukaryoten
verpackt werden kann. Durch viele meist positiv geladene Aminosauren wird es den
Histonen ermdglicht, mit der negativ geladenen DNA zu interagieren (Luger, Mader
et al. 1997; Rhodes 1997; Alberts 2002). Diese Interaktion der Proteine mit der DNA
fuhrt zu dem sogenannten Nukleosom. Dabei werden 146 Basenpaare des DNA-
Fadens in 1.67 Windungen um ein Oktamer, welches aus jeweils zwei der Histone
H2A, H2B, H3 und H4 besteht, gewickelt (Luger, Mader et al. 1997; Kornberg and
Lorch 1999). Dies bewirklt eine 5- bis 10-fache Kompaktierung des DNA-Strangs
(Kornberg 1974). Die einzelnen Nukleosomen sind Uber ,linker‘-DNA, deren Lange
von ein paar Nukleotiden bis hin zu 80 Basenpaaren variieren kann (Alberts 2002)
miteinander verbunden. Die einzelnen Nukleosome sind somit aneinandergereiht und
bilden die so genannte Perlschnur-Struktur (,beads-on-a-string“), die erstmal in den
70er Jahren anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen gezeigt werden konnte
(Kornberg 1974; Olins and Olins 1974). An die ,linker“-DNA bindet das Histon H1,
meistens an ein Ende dieser DNA, welches haufig die Sequenz AGGA besitzt und
stabilisiert dadurch das Nukleosom (Travers and Drew 1997). Die 30nm-Fiber, oder
auch Solenoidstruktur genannt wird durch Schleifenbildung erreicht (Thomas 1999).
Somit kommt es zu einer weiteren DNA-Kompaktierung um ungefahr das 50-fache.
Eine weitere Kondensierung des Chromatins im Zellkern ist moglich, allerdings weif}
man dariber noch wenig (Felsenfeld and Groudine 2003). Zwei verschiedene
Modelle sind hier dennoch erwahnenswert: die Organisation der 30nm-Fiber in so
genannten ,Loops®, die radial entlang der Achse des Chromosoms angereiht sind
(Paulson and Laemmli 1977; Gasser and Laemmli 1986), und die helikale Faltung
der 30nm-Fiber (Sedat and Manuelidis 1978).
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1.1.2.2 Heterochromatin und Euchromatin

Anhand des Kondensierungsgrades kann man zwei Arten von Chromatin
unterscheiden: Heterochromatin, das stark kondensiert ist, und Euchromatin, das
weniger stark kondensiert ist. Bereits im Jahre 1928 hat Emil Heitz diesen
Unterschied festgestellt, indem er gefarbte DNA unter dem Lichtmikroskop
betrachtete, und feststellte, dass es Bereiche im Chromatin gibt, die auch wahrend
des Zellzyklus sichtbar kondensiert bleiben, und die beiden Begriffe gepragt.
Aulerdem postulierte er, dass Heterochromatin aus Bereichen besteht, die wenige
bis gar keine Gene enthalten, wahrend Euchromatin im Gegensatz dazu Regionen
mit vielen Genen umfasst (Heitz 1928). 1966 pragte Brown die Begriffe konstitutives
Heterochromatin und fakultatives Heterochromatin (Brown 1966). Konstitutives
Heterochromatin bleibt permanent kondensiert und wird aufgebaut, wenn Gene
dauerhaft stillgelegt werden sollen (Craig 2005), beziehungsweise uUbt es einen
represssiven Effekt auf transkriptionell aktive euchromatische Gene aus, die in der
Nahe lokalisieren (Huisinga, Brower-Toland et al. 2006). Es besteht aus hoch
repetitiven Sequenzen und ist in den gro3en Banden pericentrischer Satelliten in der
Nahe von Centromeren menschlicher Chromosomen und den Chromosomen der
Maus zu finden. Auch Telomere enthalten konstitutives Heterochromatin, allerdings
in einer wesentlich geringeren Menge (Craig 2005). Fakultatives Heterochromatin
hingegen ist nicht durch eine spezielle DNA-Sequenz charakterisiert sondern ist
gewebespezifisch und entsteht wenn DNA-Sequenzen in einem bestimmten
Gewebetyp stillgelegt werden. Es ist von der Entwicklung und Differenzierung eines
Organismus abhangig und kann auch in Euchromatin Ubergefuhrt werden (Craig
2005). Ein typisches Beispiel fur fakultatives Heterochromatin ist das inaktive X-
Chromosom in weiblichen Saugerzellen, in denen wahrend einer frihen embryonalen
Entwicklungsstufe ein X-Chromosom inaktiviert wird (siehe Abschnitt 1.4.2) (Boumil
and Lee 2001).

Die ursprungliche Einteilung in fakultatives und konstitutives Heterochromatin von
1966 (Brown 1966) hat bis heute Bestand, allerdings sind auf Grund neuer
Erkenntnisse viele Aspekte hinzugekommen, die eine klare Unterscheidung
zwischen diesen beiden Formen zunehmend schwieriger macht. Hierzu kommen vor
allem Histonmodifikationen, die in Abschnitt 1.3.2 genauer beschrieben sind.

1.1.2.3 Definition von Chromosomen

1.1.2.3.1 Chromosomen in der Metaphase

Kommt eine Zelle in die Mitose, kompaktiert sich das Chromatin zu Chromosomen,
die ohne spezielle Farbung im Lichtmikroskop beobachtet werden kénnen und der
Zellkern 16st sich auf. Chromosomen stellen die Transportform des kondensierten
Erbmaterials dar und weisen eine Lange von weniger als 1um bis uber 30um auf
(Storch and Welsch 1994). Der Begriff Chromosom leitet sich von den griechischen

11



Einleitung

Wortern ,xpwa“ (Chroma = Farbe) und ,cwua®“ (Soma = Koérper) ab und bedeutet
demnach soviel wie ,Farbkorper®.

Die Anzahl der Chromosomen, auf die das Erbgut in einem eukaryotischen
Organismus verteilt ist, kann sich betrachtlich unterscheiden, wobei sie nichts Uber
den Entwicklungsgrad des
Organismus und die
GenomgroRe aussagt. So besitzt
zum Beispiel das Neunauge
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Unterschieden in der Anzahl und  Abbildung 2: Muntjak-Karyogramme

B A Karyogramm des chinesischen Muntjak
der Grolke der Chromosomen B Karyogramm des indischen Muntjak (aus Scheuermann et al
kommen, wie zum Beispiel 2009)
zwischen dem indischen Muntjak (Muntiacus muntjak vaginalis) und dem
chinesischen Muntjak (Muntiacus reevesi). Beide Muntjak-Arten besitzen ein ahnlich
grolles Genom, das aber auf eine sehr verschiedene Chromosomenanzahl verteilt
ist. Wahrend der indische Muntjak mit 2n=6 (Q) beziehungsweise 2n=7 (J) das bis
dato kleinste Saugetiergenom besitzt (Abb.2B), ist das Genom des chinesischen
Muntjak auf 2n=46 Chromosomen verteilt (Abb.2A) (Wurster and Benirschke 1967;
Scheuermann, Murmann et al. 2005). Auch zwischen verschiedenen Pflanzenarten
einer Spezies kommen solche Unterschiede vor. Die Unterarten der SiuRkirsche
(Prunus) variieren erheblich in ihrer Chromosomenzahl zwischen 16 und 144
Chromosomen. Der menschliche Organismus besitzt 46 Chromosomen (22
Autosomenpaare + XX oder XY).

1.1.2.3.2 Aufbau eines Metaphase-Chromosoms

Im diploiden menschlichen Genom sind etwa 6.4 Milliarden Basenpaare vorhanden,
die auf 23 homologe Chromosomenpaare aufgeteilt sind. Geht man nun davon aus,
dass ein Basenpaar die Lange von 0.34nm einnimmt (Wakelin, McFadyen et al.
1984), wurde sich eine Gesamt-DNA-Lange von 2m ergeben, die in jedem diploiden
Zellkern einer menschlichen Korperzelle verpackt sein musste. Fur ein einzelnes
Chromosom wiurde dies eine durchschnittliche Lange von 4.7cm ergeben. Wie in
Abschnitt 1.2.3.1 schon beschrieben, sind Chromosomen in der Metaphase nur
wenige um lang. Die DNA in einem Chromosom muss also sehr stark kondensiert
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vorliegen, um die Verkirzung etwa um den Faktor 10.000 zu erreichen. Wie genau
diese Kondensierung entsteht ist bisher noch
weitgehend unklar, es werden jedoch
verschiedene Modelle diskutiert. Hier soll ein
kurzer Uberblick Uber das am weitesten
verbreitete Modell, das sogenannte ,Loop-
Modell“ (Abb. 3) gegeben werden (Adolphs,
Cheng et al. 1977; Laemmli 1978; Gasser and
Laemmli 1986). Die DNA-Doppelhelix (Abb.3A)
ist in 1.6 Windungen um ein Oktamer aus
Histonen, das sogenannte Nucleosom gewickelt
(Abb.3B). Die einzelnen Nucleosomen sind
durch ,linker-DNA® (siehe Abschnitt 1.2.1)
miteinander verbunden und bilden die
Perlschnurstruktur. Dieser DNA-Protein-
Komplex hat einen Durchmesser von etwa
10nm, weswegen man hier von der 10nm-Fiber
spricht, die eine Kompaktierung um den Faktor
10 erreicht. Diese 10nm-Fiber ist mit Hilfe des
Abbildung 3: Kondensierungsschritte  Histons H1 zu einer 30nm-Fiber gewunden
von Chromosomen (Abb.3C), deren genaue Struktur noch nicht

A DNA-Doppelhelix, B Nucleosomen, C _ _ L o ]
30nm-Fiber, D 30nm-Fiber in “loops”, E-F  eindeutig geklart ist. Favorisiert werden hier das

“C”ﬁ'r‘c?rfaﬁd‘@[‘i,aﬁﬁfs”egnﬁfggg‘ioud'};“e 25323 sogenannte ,Solenoid-Modell* (Finch, Lutter et

al. 1977) und das ,two start Helix-Modell*
(Williams, Athey et al. 1986). Das ,Solenoid-Modell® basiert auf
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Intermediate in der Umwandlung von
einem offenen Nucleosom zur
30nm-Fiber (Finch, Lutter et al.
1977; Thoma, Koller et al. 1979;
McGhee, Nickol et al. 1983;
Bartolome, Bermudez et al. 1994)
und schlagt vor, dass sich sechs
bis acht aufeinanderfolgende
Nucleosomen parallel zur Achse
der Fiber mit einem Abstand von
11nm in einer eingangigen Helix
anordnen (Abb.4A). Das ,two start
Helix-Modell* basiert auf der
Beobachtung von ZigZag-
Arrangements der Nucleosomen,

Abbildung 4: Higher order-Strukturmodelle der DNA

die dann wiederum zu einer A one start-Solenoidmodell, B two start-Helixmodell, C crossed

zweigéngigen Helix aufgewickelt linker-Modell (aus Dorigo et al 2004)
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werden. Hier unterscheidet man zwei verschiedene Modelle, das ,helical ribbon-
Modell* (Abb.4B) und das ,crossed linker-Modell“ (Abb.4C) (Dorigo, Schalch et al.
2004). Das ,helical ribbon-Modell“ ist wie zwei Ubereinandergesetzte Wendeltreppen
aufgebaut, indem zwei Nucleosomen aufeinandergestapelt entlang der Achse der
30nm-Fiber liegen (Worcel, Strogatz et al. 1981; Woodcock and Frank 1984). Bei
dem von Williams et al vorgeschlagenem ,crossed linker-Modell“ hingegen, sind die
Nucleosomen Uber Kreuz entlang der Achse angeordnet (Williams, Athey et al.
1986). Dieses Modell stutzt sich vor allem auf die Beobachtungen, dass der
Durchmesser der 30nm-Fiber umso groRer ist, je langer die ,linker-DNA* zwischen
den einzelnen Nucleosomen ist (Athey, Smith et al. 1990; Williams and Langmore
1991). Die 30nm-Fiber komprimiert die DNA um das 30-40fache.

Die weitere Kompaktierung der DNA nach dem ,Loop-Modell* erfolgt tUber ,scaffold
attachment regions® (SARs), ein Bindemotiv der DNA, mit deren Hilfe die 30nm-Fiber
in ,loops” angeordnet ist (Abb.3D). Nachgewiesen wurden diese ,loops” erstmals
1977 von Paulson und Laemmli anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen, die
Chromosomen zeigen, deren Histone vorher mit Heparin und Dextransulfat entfernt
wurden (Paulson and Laemmli 1977). Die Zusammensetzung dieses Gerusts ist
allerdings noch nicht bekannt. Einzig zwei Bestandteile, die nachweislich an der
Kompaktierung der DNA beteiligt sind (Adachi, Luke et al. 1991; Hirano, Kobayashi
et al. 1997), konnten im Inneren von Metaphasechromosomen beobachtet werden,
Topoisomerase Il a und Condensin (Earnshaw and Heck 1985; Gasser and Laemmli
1986; Maeshima and Laemmli 2003; Maeshima, Eltsov et al. 2005). Diese scaffolds
werden nun schlaufenférmig verpackt (Abb.3E), wodurch ein Chromatid eines
Chromosoms entsteht (Abb.3F).

Die Komprimierungsschritte in Abb.3 D, E und F sind eher spekulativer Natur und
konnten bisher nicht nachgewiesen werden, da geeignete Nachweisverfahren nicht
zur Verfugung stehen.

1.1.2.4 Chromosomen in der Interphase

1.1.2.4.1 Raumliche Anordnung der CTs im Interphasekern

Chromosomen in der Metaphase sind, wie im Abschnitt 1.2.3.1 beschrieben,
Strukturen, die deutlich voneinander abgrenzbar und somit gut zu unterscheiden
sind. Wie sieht dies nun aber mit Chromosomen in der Interphase aus? Ende des 19.
bzw. Anfang des 20. Jahrhunderts wurde von zwei Wissenschaftlern, Carl Rabl und
Theodor Boveri, die These aufgestellt, dass Chromosomen auch wahrend der
Interphase als strukturelle Einheiten erhalten bleiben und distinkte Territorien
einnehmen (Rabl 1885; Cremer and Cremer 2006 |). Dennoch wurde lange Zeit eine
andere Vorstellung vertreten, namlich dass Chromosomen sich zu Beginn der
Interphase vollstandig dekondensieren (bis auf das konstitutive Heterochromatin)

und sich anschlieBend vermischen (Comings 1968; Wischnitzer 1973). Diese
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Annahme wurde durch elektronenmikroskopische Aufnahmen gestltzt (DuPraw and
Bahr 1969). Erst Anfang der 80er Jahre konnte indirekt die territoriale Struktur von
Interphasechromosomen gezeigt werden: Gezielte UV-Bestrahlung kleiner Areale im
Zellkern lieRen sich in Metaphasechromosomen der darauffolgenden Mitose nur an
einzelnen Chromosomen entdecken (Cremer, Cremer et al. 1982a; Cremer, Cremer
et al. 1982b). Waren Chromosomen im Zellkern vollstandig vermischt, wirden sich
die Strahlungsschaden Uber viele Chromosomen verteilen (Cremer and Cremer 2006
).

Durch technischen Fortschritt Mitte der 80er Jahre wurde die Fluoreszenz In Situ
Hybridisierung (FISH, siehe Abschnitt 2.8) entwickelt, mit deren Hilfe nun
Chromosomenterritorien angefarbt werden konnten und somit eindeutig gezeigt
werden konnte, dass Chromosomen distinkte Bereiche im Interphasezellkern
einnehmen (Manuelidis 1985; Schardin, Cremer et al. 1985; Lichter, Cremer et al.
1988; Dietzel, Schiebel et al. 1999; Cheung, Allis et al. 2000).

Im Widerspruch dazu steht eine aktuelle Studie in der Branco und Pombo anhand
von FISH-Experimenten auf ultradiinnen Gefrierschnitten zeigen, dass bis zu 30%
des Volumens eines Chromosomenterritoriums mit dem Nachbarterritorium geteilt
werden kann. lhre Ergebnisse fassen sie in einem neuen Modell zusammen, dem
Interchromosomal Network-Modell (ICN-Modell), dass unter anderem auch die
Existenz eines Interchromatin-Kompartments (siehe Abschnitt 1.2.5) ausschliesst
(Branco and Pombo 2006).

Angeordnet sind die CTs im Zellkern abhangig von ihrer Gendichte. Chromosomen
mit einer hohen Gendichte liegen tendenziell weiter in der Mitte des Zellkerns als
Chromosomen mit einer geringen Gendichte. Zuerst konnte dies anhand der
Chromosomen 18 und 19, die sich in ihrer GroRe nur geringfiugig unterscheiden (CT
#18: 76Mb, CT #19: 64Mb), jedoch eine sehr unterschiedliche Anzahl von Genen
aufweisen gezeigt werden. Chromosom 18 ist das genarmste Chromosom im
menschlichen Genom und besitzt lediglich 5.6 Gene pro Megabase (Mb), wahrend
Chromosom 19 mit 26.5 Genen pro Mb das genreichste menschliche Chromosom ist
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). In humanen Lymphozyten hat man festgestellt, dass
Chromosom 18 an der Peripherie des Zellkernes lokalisiert, wahrend das genreiche
Chromosom 19 meist im Inneren zu finden ist (Croft, Bridger et al. 1999; Cremer, von
Hase et al. 2001b). Cremer et al konnten diese radiale Verteilung der Chromosomen
18 und 19 in weiteren humanen Zelltypen, sowie in verschiedenen Krebszelllinien
bestatigen (Cremer, Kupper et al. 2003). Auch fur alle weiteren humanen
Chromosomen gilt diese Regel (Boyle, Gilchrist et al. 2001; Cremer, von Hase et al.
2001b).

In humanen Fibroblasten ist der Zellkern, im Gegensatz zu Lymphozytenzellkernen,
sehr flach und ellipsoid geformt. Hier konnte eine Verteilung der Chromosomen, die
strikt von der Gendichte abhangig ist bisher nicht nachgewiesen werden. Vielmehr
spielt hier die Grole der Chromosomen eine Rolle bei der Anordnung dieser im
Zellkern (Croft, Bridger et al. 1999; Cremer, von Hase et al. 2001b; Bolzer, Kreth et
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al. 2005). Wahrend sich grollere Chromosomen mehr an der Peripherie des
Zellkernrandes anlagern, sind kleinere Chromosomen weiter im Inneren lokalisiert
(Bolzer, Kreth et al. 2005). Aber auch eine Abhangigkeit der radialen Anordnung von
der Gendichte konnte gezeigt werden. Durch den Nachweis von Alu-Sequenzen, die
mit einem hohen GC-Gehalt und einer hohen Dichte von Housekeeping-Genen
korrelieren und somit hauptsachlich in genreichen Bereichen zu finden sind, konnte
beobachtet werden, dass sich diese mehr im Inneren des Fibroblastenzellkerns
befinden (Bolzer, Kreth et al. 2005). Chromosom 18 und Chromosom 19 liegen in
zyklierenden Zellen, aber nicht in ruhenden G0-Phase-Kernen Gendichte-abhangig
verteilt (Bridger, Boyle et al. 2000).

Diese Gendichte-abhangige Verteilung von CTs ist Uber eine Zeitspanne von tber 30
Millionen Jahren konserviert, da es in Zellkernen von Saugetieren (Tanabe,
Habermann et al. 2002a; Mayer, Brero et al. 2005; Tanabe, Kiupper et al. 2005;
Neusser, Schubel et al. 2007) und Huhnern (Habermann, Cremer et al. 2001)
gefunden wurde und spricht daher flr eine signifikanten Vorteil dieser
probabilistischen Gendichte-abhangigen Anordnung (Parada, McQueen et al. 2002).
Da also eine nicht-zufallige Anordnung von CTs im Zellkern existiert, kommt die
Frage auf, ob es Chromosomenpaare gibt, die haufiger nebeneinander liegen als
andere. Alleine schon die Gendichte-abhangige Verteilung lasst erwarten, dass ein
genreiches Chromosom ofter neben einem genreichen Chromosom liegt, als ein
genreiches Chromosom neben einem genarmen Chromosom. In verschiedenen
Maus-Geweben konnte bereits bestatigt werden, dass bestimmte heterologe
Chromosomenpaare haufiger eine Nachbarschaft eingehen als andere (Parada,
McQueen et al. 2002; Parada, McQueen et al. 2004). Eine deterministische Sicht auf
Nachbarschaften zwischen Chromosomenterritorien, wie sie friher behauptet wurde
(Nagele, Freeman et al. 1995; Nagele, Freeman et al. 1998) kann anhand dieser
Daten allerdings nicht unterstutzt werden, denn dies wulrde eine ahliche hohere
Ordnung der Chromosomenterritorium in verschiedenen Zelltypen voraussetzen.
Dies wurde nicht bestatigt (Gerlich, Beaudouin et al. 2003; Walter, Schermelleh et al.
2003; Wiliams and Fisher 2003). Bolzer et al untersuchten Nachbarschaften
zwischen homologen und heterologen Chromosomenpaaren in humanen
Fibroblasten, indem sie Winkel und Distanzen zwischen ihnen maften und diese mit
einer zufalligen Verteilung verglichen. Allerdings konnte kein signifikanter Beweis fur
eine deterministische Nachbarschaft gefunden werden (Bolzer, Kreth et al. 2005).

1.1.2.4.2 Raumliche Anordnung subchromosomaler Bereiche von CTs

Chromosomenarme, Centromere und Telomere
Es konnte ebenso fur subchromosomale Bereiche wie Chromosomenarme (Dietzel,

Jauch et al. 1998), Centromere oder Telomere (Molenaar, Wiesmeijer et al. 2003;
Weierich, Brero et al. 2003; Solovei, Grandi et al. 2004a) nachgewiesen werden,
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dass sie distinkte Bereiche im Zellkern einnehmen. Centromere, mit Ausnahme des
Centromeres des inaktiven X-Chromosoms, das im Inneren des Territoriums
lokalisiert, wurden in menschlichen ruhenden Lymphozyten preferentiell an der
Oberflache ihrer korrespondierenden CTs beobachtet (Weierich, Brero et al. 2003;
Clemson, Hall et al. 2006). In Bezug zum Zellkern liegen Centromere meist an der
Peripherie, wo sie bevorzugt in Clustern zu finden sind. In cyclierenden Zellen
konnen Centromere auch eine internere Position im Zellkern einnehmen (Solovei,
Schermelleh et al. 2004b). Telomere, die auch die Tendenz haben, sich zu Clustern
zusammenzulagern lokalisieren weiter im Inneren des Zellkerns als Centromere
(Weierich, Brero et al. 2003).

Frih-, Mittel- und Spatreplizierendes Chromatin

Fruh-, Mittel- und spatreplizierendes Chromatin ist nicht gleichmalig im Zellkern
verteilt, sondern nimmt, je nach Replikationszeitpunkt, dinstinkte Bereiche ein
(O'Keefe, Henderson et al. 1992; Ferreira, Paolella et al. 1997; Sadoni, Langer et al.
1999; Sadoni, Cardoso et al. 2004). Replizierendes Chromatin kann durch
Inkorporation von Bromdesoxyuridin (BrdU), welches anstelle von Thymidin in die
DNA eingebaut wird, sichtbar gemacht werden. Im Laufe der S-Phase konnen so
verschiedene BrdU-Muster und somit die jeweiligen Bereiche des fruh- mittel- und
spatreplizierenden Chromatins, sichtbar gemacht werden (O'Keefe, Henderson et al.
1992). Frihreplizierendes Chromatin zu Beginn der S-Phase kann im ganzen
Zellkern in Form von mehreren Hundert kleinen Replication Foci beobachtet werden,
wobei Nukleoli und DNA am Zellkernrand nicht angefarbt sind. Im Laufe der S-Phase
wird die Anzahl dieser Replication Foci geringer und verdichten sich am Zellkernrand
und um die Nukleoli herum (mittelreplizierendes Chromatin). Spatreplizierendes
Chromatin wird wieder im gesamten Nukleus gefunden, allerdings verdichten sich die
kleinen Replication Foci zu wenigen gro3en Chromatinblocken (Ferreira, Paolella et
al. 1997; Sadoni, Langer et al. 1999). Diese Replikationsmuster sind seit Millionen
von Jahren hochkonserviert. Man findet sie nicht nur bei Saugern (Mayer 2005,
Tanabe 2002b), sondern auch bei Vogeln (Habermann, Cremer et al. 2001),
Nesseltieren (Cnidaria) (Alexandrova, Solovei et al. 2003) und Wimperntierchen
(Ciliaten) (Postberg, Alexandrova et al. 2005).

Region of increased gene expression (RIDGE)

Eine “region of increased gene expression” (RIDGE) ist eine Region im Genom, in
der Uberdurchschnittlich viele hochexprimierte Gene clustern. Definiert ist ein RIDGE
durch zehn aufeinanderfolgene Fenster von 39 Genen, deren Expression mindestens
4mal hoher ist als der Median der Expression des gesamten Genoms (Caron, Schaik
et al. 2001). Im humanen Genom wurden bisher 30 RIDGEs charakterisiert
(Versteeg, van Schaik et al. 2003). Meistens kann man beobachten, dass Gene
innerhalb eines RIDGE eine bis zu 7fach hohere Expression aufweisen als der
genomische Durchschnitt. AuRerdem wird in RIDGEs meist eine Uberdurchschnittlich
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hohe Gendichte beobachtet. In typischen RIDGEs findet man zwischen 6 und 30
Gene pro CentiRay (CentiRay ist das Mal} der Haufigkeit von Chromosomenbrichen
zwischen DNA-Markern in bestrahlten somatischen Zellhybriden. 1 CentyRay ist
aquivalent zu einer 1%igen Wahrscheinlichkeit, dass ein Chromosomenbruch
zwischen zwei Markern stattgefunden hat. CentiRay-Distanzen sind normalerweise
proportional zu physikalischen Distanzen), wahrend man in gering exprimierten
Bereichen nur 1-2 Gene pro CentiRay findet (Caron, Schaik et al. 2001). RIDGEs in
denen die Gendichte nicht Uber dem Durchschnitt liegt findet man meist in Bereichen
der Telomere (Caron, Schaik et al. 2001). Weitere Merkmale von RIDGEs sind ein
hoher GC-Gehalt, kurze Introns und viele SINE repeats (Versteeg, van Schaik et al.
2003). Im Gegensatz zu RIDGEs gibt es auch sogenannte Anti-RIDGEs im
menschlichen Genom. Anti-RIDGEs zeichnen sich durch eine Ansammlung niedrig
exprimierter Gene aus, deren Expression 16fach niedriger ist als die der Gene
innerhalb eines RIDGE. Aullerdem beobachtet man lange Introns, einen niedrigen
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Abbildung 5: RIDGEs und Anti-RIDGEs

Ridgeogramme der Genexpression aller humanen Chromosomen zeigen RIDGEs (rot) und Anti-
RIDGEs (blau) als eine Funktion der FenstergroRRe. Die horizontale Achse jedes Dreiecks zeigt die

Position jeder Transkriptionseinheit entlang des Chromosoms, die vertikale Achse spiegelt die
FenstergroRRe wieder (von 19 bis zum Chromosomenmaximum) (aus Versteeg et al 2003)
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GC-Gehalt, viele LINE repeats und eine geringe Gendichte. In der Abbildung 5
(entnommen aus (Versteeg, van Schaik et al. 2003)) sind die RIDGEs (rot) und Anti-
RIDGEs (blau) der einzelnen Chromosomen dargestellt. RIDGEs liegen im Zellkern
meist weiter nach Innen hin orientiert als Anti-RIDGEs (LukaSova, Kozubek et al.
2002; Goetze, Mateos-Langerak et al. 2007) und =zeigen eine offenere
Chromatinstruktur sowie eine unregelmaligere Form (Goetze, Mateos-Langerak et
al. 2007). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass RIDGEs sogennante
Chromatinloops bilden, und somit mehr als einen 1um aus dem CT herausragen
kénnen (Mahy, Perry et al. 2002a; Albiez, Cremer et al. 2006; Kupper, Kolbl et al.
2007). Der MHC-Locus, der mit 224 identifizierten Genen (128 Gene sind davon
exprimiert) als einer der genreichsten Bereiche im humanen Genom zahlt (Volpi,
Chevret et al. 2000) und als RIDGE definiert ist (Caron, Schaik et al. 2001) lokalisiert
in Zellen, in denen diese Region exprimiert wird, meist au3erhalb des CT #6 (Volpi,
Chevret et al. 2000). Auch die sehr genreiche Region 11p15.5, die ebenfalls als
RIDGE definiert ist (Caron, Schaik et al. 2001) findet man preferentiell aul3erhalb des
korrespondierenden CT #11 (Mahy, Perry et al. 2002a; Klpper, Kolbl et al. 2007).

Raumliche Anordnung aktiver Gene im Chromosomenterritorium

Wahrend far RIDGEs meist eine Anordnung aullerhalb des
Chromosomenterritoriums gefunden wird (siehe Abschnitt 1.2.4.2) st die
Positionierung einzelner Gene oder Gengruppen, die nicht innerhalb eines RIDGEs
liegen kontrovers diskutiert. Kurz et al untersuchten 1996 codierende und nicht-
codierende Gene und fanden heraus, dass codierende Gene, unabhangig davon ob
sie aktiv oder inaktiv sind, meist an der Oberflache des CTs liegen, wahrend Gene,
die nicht-codierend sind zufallig verteilt und meist im Inneren des CTs zu finden sind
(Kurz 1996). Dies konnte auch flir das SNRPN-Gen, welches in der gepragten
Prader-Willi-/Angelmansyndrom-Region auf Chromosom 15911-13 liegt und ein
aktives (paternal) und ein inaktives (maternal) Allel besitzt bestatigt werden. Beide
SNRPN-Allele sind bevorzugt an der Peripherie des CT #15 lokalisiert (Nogami,
Kohda et al. 2000). Aktive Gene auf dem humanen X-Chromosom zeigen eine
ahnliche Verteilung, wahrend inaktive Gene dort eher im Inneren des Territoriums
gefunden werden (siehe Abschnitt 1.4.6, (Dietzel, Schiebel et al. 1999)). Dies konnte
auch fir den ,epidermal differentiation complex” (EDC) auf Chromosom 121 gezeigt
werden. Wahrend dieser in Keratinocyten, in denen er exprimiert wird, aul3erhalb des
CTs #1 gefunden wird, liegt er in humanen Lymphoblasten, in denen er inaktiv ist,
eher innerhalb des CTs #1 (Williams, Broad et al. 2002). Aktive und inaktive Gene
innerhalb der Wilms-Tumor-Region auf Chromosom 11p13 wurden sowohl an der
Peripherie, als auch im Inneren des CTs #11 gefunden (Mahy, Perry et al. 2002b).
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1.1.2.5 Interchromatin-Modelle
1.1.2.5.1 Das ,Interchromosome domain“-Modell (ICD-Modell)

1993 beobachteten Zirbel et al Transkripte und splicing shRPNs an der Peripherie,
aber nicht im Inneren von Chromosomenterritorien und postulierten somit das
.Interchromosome domain“-Modell (ICD-Modell) (Zirbel, Mathieu et al. 1993). In
diesem Modell sind Chromosomenterritorien durch eine relativ glatte Oberflache von
dem sogenannten Interchromatinbereich abgrenzt. Dieser besteht aus einem
verzweigten Netzwerk von Kanalen, die sich, ausgehend von den Kernporen uUber
den gesamten Zellkern erstrecken. In diesen Interchromatinkanalen befinden sich
Faktoren fUr die Transkription, die DNA-Reparatur, das Splicing der RNA und flr die
Replikation (Cremer, Kurz et al. 1993; Zirbel, Mathieu et al. 1993). Aktive Gene
wurden an der Oberflache der Chromosomenterritorien gesehen (Kurz, Lampel et al.
1996; Dietzel, Schiebel et al. 1999) und haben somit einen direkten Zugang zu
diesen Proteinen, wohingegen Gene im Inneren eines Chromosomenterroriums
keinen Zugang haben, da das Interchromatinkompartment nicht in das Innere eines
CTs vordringt (Cremer, Kurz et al. 1993; Zirbel, Mathieu et al. 1993).

Einen weiteren Hinweis auf die Existenz des ICD-Modells und das Vorhandensein
eines Kanalsystems brachte das Einbringen von Vimentin in humane Zellkerne. Die
Autoren beobachteten, dass sich die Vimentin-Fasern entlang der Zellkerne
ausbreiteten, aber nie in ein Chromosomenterritorium eindrangen (Bridger,
Herrmann et al. 1998).

Beobachtungen, dass Transkription im gesamten Chromosomenterritorium und nicht
nur an der Peripherie stattfindet (Verschure, van der Kraan et al. 1999; Mahy, Perry
et al. 2002b) lie die Frage aufkommen, ob das ICD-Modell vielleicht doch eine zu
vereinfachte Darstellung bietet.

1.1.2.5.2 Das ,chromosome territory-interchromatin compartment”-Modell (CT-IC-
Modell

Aufgrund verschiedener Beobachtungen, dass Transkription nicht auf die Peripherie
eines Chromosomenterritoriums beschrankt ist (Verschure, van der Kraan et al.
1999; Mahy, Perry et al. 2002b), fuhrten Thomas und Christoph Cremer das
,chromosome territory — interchromatin compartment“-Modell (CT-IC-Modell) ein,
welches eine Weiterentwicklung des ICD-Modells (siehe Abschnitt 1.2.5.1) ist
(Cremer and Cremer 2001a; Cremer, Kupper et al. 2004). Neu in diesem Modell ist
unter anderem, dass die Kanale des Interchromatin-Kompartments die
Chromosomenterritorien durchziehen und somit eine Schwamm-ahnliche Struktur
resultiert (Abb.6A). Die Chromosomenterritorien sind hier aus mehreren ~1Mb
grollen DNA-Domanen, die den Replikationsfoci entsprechen, aufgebaut, was es
dem Interchromatin-Kompartment erlaubt, das Territorium zu durchziehen und somit
auch inneren Bereichen die Proteine des ICs zuganglich zu machen (Jackson and

20



Einleitung

Pombo 1998). Es wird davon ausgegangen, dass diese sogenannten 1Mb-Domanen
wiederum aus vielen kleinen 30-200kb enthaltenden DNA-Loops bestehen (Munkel,
Eils et al. 1999; Sadoni, Cardoso et al. 2004). Zwischen diesen 1Mb-Doméanen und
dem Interchromatin-Kompartment befindet sich die Perichromatin-Region. Diese
besteht aus dekondensierten Chromatin-Loops, die anhand
elektronenmikroskopischer Aufnahmen gezeigt werden konnten (Fakan 2004a;
Fakan 2004b), an der Oberflache der Chromosomenterritorien und wird als der Ort
der Transkription, des Splicings, der DNA-Reparatur und allen weiteren wichtigen
Vorgangen gesehen (Cremer, Klpper et al. 2004). Die Interchromatin-Kanale kénnen
anhand von Hyperkondensierung des Chromatins mit hyperosmolarem Medium
deutlich gezeigt werden. Durch die Behandlung mit diesem Medium zieht sich das
Chromatin stark zusammen und die Interchromatinkandle werden sogar im
Lichtmikroskop sichtbar. Dieser Vorgang ist reversibel und lasst sich einige Male
wiederholen, ohne dass sich das dabei enstehende Netzwerk verandert. Dies Iasst
auf eine hohe Ordnung des Interchromatin-Kompartments schliel3en (Albiez, Cremer
et al. 2006).
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Abbildung 6: Das CT-IC-Modell

A Schema eines Ausschnitts aus einem Interphasezellkern. Dargestellt sind die Chromatin-Doméanen (1Mb-
Domanen und hoher kondensierte Strukturen) zweier benachbarter CTs (in grin und rot dargestellt),
umgeben von Interchromatin-Compartment (IC) (weif3). Im IC sind Cluster von Kernproteinen enthalten, die so
genannten ,nuclear bodies” (blau), die im direkten Kontakt mit den Chromatin-Domanen stehen kdnnen (siehe
B). Die Perichromatin-Region (PR) ist in grau dargestellt. (B) ,Loop“ aus dem roten CT, welche, den Kanalen
des IC folgend, auch in ein benachbartes CT (griin) hineinragen kann. Lokal dekondensierte Chromatinloops
mit fir die Transkription bereiten Genen bilden die PR (grau). Diese kann im Kanal des ICs in direktem
Kontakt mit ,nuclear bodies” (blau) oder auch mit der PR eines benachbarten CTs stehen (siehe Pfeil), um
sich die Faktoren der Transkriptions- und Splicingmaschinerie (lila) zu teilen. (C) Ausschnitt aus einem
Bereich mit breiten Kanalen des ICs, in dem die dekondensierten Chromatinschlaufen der PR (grau) frei
diffundieren kdnnen (siehe Pfeil). Gene desselben oder auch verschiedener Chromosomen kénnen sich so im
IC fiir eine gemeinsam regulierte Transkription zusammenlagern (Phdnomen des "Chromosome Kissing",
siehe Kioussis 2005). (D) Direkter Kontakt (siehe Pfeil) zwischen zwei 1Mb-Doméanen zweier benachbarter
CTs (grin und rot) (enthommen aus Albiez et al 2006).

1.2 Epigenetik

Historisch gesehen beschreibt der Begriff ,Epigenetik® Begebenheiten, die durch
genetische Prinzipien nicht zu erklaren waren (Goldberg, Allis et al. 2007). Conrad
Waddington (1905-1975) pragte erstmal diesen Begriff indem er die Epigenetik als
den Zweig der Biologie beschrieb, der sich mit den kausalen Interaktionen zwischen
Genen und ihren Produkten, die den Phanotyp schaffen, beschaftigt (Waddington
1942). Im weiten Sinne kann man die Epigenetik als eine Brucke zwischen dem
Genotyp und dem Phanotyp bezeichnen, etwas, dass das Resultat andert, ohne die
zugrundeliegende DNA zu verandern (Goldberg, Allis et al. 2007). Diese
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Modifikationen der DNA stehen im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen
wie zum Beispiel Krebs (Okada, Feng et al. 2005; Seligson, Horvath et al. 2005),
beeinflussen Vorgange wie Replikation und Transkription im Zellkern und verandern
die Chromatinarchitektur (Craig 2005; Fuchs, Demidov et al. 2006). DNA ist im
Zellkern um Nucleosome gewickelt, die aus den Histonen H2A, H2B, H3 und H4
bestehen (siehe Abschnitt 1.2.3.2) Histone besitzen einen N-terminalen Aminosaure-
.1ail“, der aus dem jeweiligen Nucleosom herausreicht und verschiedene
biochemische Modifikationen, wie Methylierung, Acetylierung Phosphorylierung oder
Ubiquitinilierung tragen kann (lto 2007)(Abb.7). Durch dieses kombinatorische
Muster von Histon-Modifikationen bekommt jedes Nucleosom eine heterogene
Identitat, die die Zelle wie einen Code, den sogenannten Histon-Code ablesen kann
und somit weil}, welche Prozesse ablaufen sollen (Ito 2007).

Die grundlegenden Mechanismen der Epigenetik sollen nachfolgend erldutert
werden.

H4 tail

H2B tail

4 H3 tail

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Histon-Tails (aus Verdone et al 2005)

1.2.1 DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung ist wohl die am besten charakterisierte chemische
Modifikation von Chromatin. In Saugern wird dabei hauptsachlich das Cytosin in
CpG-Dinukleotiden methyliert, wobei 70-80% der CpG-Dinukleotide betroffen sind
(Ehrlich, Gama-Sosa et al. 1982).

Die DNA-Methylierung wird durch DNA-Methyltransferasen katalysiert. Bisher wurden
vier dieser Methyltransferasen in Saugern identifiziert. DNMT1 halt die DNA-
Methylierung wahrend der Replikation aufrecht, indem sie die DNA-Methylierung des
ursprunglichen DNA-Strangs auf den Tochterstrang kopiert (Leonhardt, Page et al.
1992). DNMT3a und DNMT3b sind fur de novo-Methylierungen verantwortlich, da sie
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an unmethylierte CpG-Dinukleotide binden koénnen (Okano, Bell et al. 1999).
Aulerdem verbreiten sie zusammen mit DNMT1 Methylierungsmuster wahrend der
Zellteilung (Liang, Chan et al. 2002). DNMT2 hat nur eine geringe Aktivitat als
Methyltransferase in vitro, sie ist aber in der Lage, effizient tRNA zu methylieren
(Goll, Kirpekar et al. 2006).

DNA-Methylierung ist generell mit einem inaktiven Chromatinstatus und Inhibition
von Promotoren verbunden (Review: (Weber and Schubeler 2007)). Man
unterscheidet zwei Modelle der DNA-Methylierung: erstens, Cytosin-Methylierung
verhindert das Binden von Transkriptionsfaktoren an die DNA, und zweitens, DNA-
Methylierung kann den Chromatinstatus dahingehend indirekt beeinflussen, dass sie
methyl-CpG-bindende Proteine, wie Histondeacetylasen rekrutiert (Klose and Bird
2006).

1.2.2 Histon-Modifikationen
1.2.2.1 Acetylierung

Die Acetylierung von Lysinresten am N-Terminus der Histone ist ein reversibler
Vorgang, der durch Acetyltransferasen (HAT: Histone Acetyl Transferase) katalysiert
wird (Yang 2004). Es besteht eine Korrelation zwischen acetylierten Histonen und
transkriptioneller Aktivitat von Genen. Je mehr Histone acetyliert sind, desto hoher ist
die transkriptionelle Aktivitadt eines Gens, je weniger Histone acetyliert sind, desto
weniger transkriptionell aktiv ist das Gen (Struhl 1998; Verdone, Caserta et al. 2005).
Am inaktiven X-Chromosom zum Beispiel werden nur wenige Histon-Acetylierungen
beobachtet (Kourmouli, Jeppesen et al. 2004). Durch die Acetylierung eines Histons
wird die Ladung des N-terminale Schwanzes neutralisiert und somit die Bindung an
die DNA gemindert (Hong, Schroth et al. 1993). So wird die Konformation des
Nucleosoms verandert (Norton, Imai et al. 1989) und die Affinitat far
Transkriptionsfaktoren erhoht (Lee, Hayes et al. 1993; Vettese-Dadey, Grant et al.
1996; Gilbert and Ramsahoye 2005). Aulzerdem wird der Histon-Acetylierung eine
Rolle in der DNA-Reparatur und dem Fortschreiten des Zellzyklus zugesprochen
(Carrozza, Utley et al. 2003).

1.2.2.2 Methylierung

Methylierung von Histonen findet an Lysin- und Argininresten statt und wird durch
Methyltransferasen (HMT: Histone Methyl Transferase) katalysiert (Zhang and
Reinberg 2001; Lachner, O'Sullivan et al. 2003; Bannister and Kouzarides 2005). Es
ist moglich, dass die Methylierung von Histonen eine Veranderung der
Chromatinstruktur hervorruft. Jedoch ist eine Methylierung zu klein, um die
Neutralisation der Ladung von Histonen zu bewerkstelligen und somit ihre Bindung
an die DNA zu verandern. Vielmehr wird davon ausgegangen, dass eine
Methylierung an einem Histon eine Bindungsstelle schafft, an die regulatorische
Proteine binden konnen (Bannister and Kouzarides 2005). Lysin-Seitenketten
konnen mono-, di- oder trimethyliert werden, Arginin-Seitenketten kdnnen hingegen

24



Einleitung

nur mono-, oder dimethyliert werden (Bannister, Schneider et al. 2002; Margueron,
Trojer et al. 2005). Die am meisten untersuchten Methylierungen sind die der Lysin-
Seitenketten der Histone H3 und H4, die eine Rolle in der Unterscheidung zwischen
Hetero- und Euchromatin spielen. So ist die Tri-Methylierung von H3K9, H3K27 und
H4K20 in heterochromatischen Domanen zu finden, wobei hier tri-methyliertes H3K9
und tri-methyliertes H4K20 vor allem in perizentrischem Heterochromatin, also
konstitutivem Heterochromatin, beobachtet wird (Peters, Kubicek et al. 2003;
Schotta, Lachner et al. 2004; Martens, O'Sullivan et al. 2005), wahrend tri-
methyliertes H3K27 in grolen Mengen am inaktiven X-Chromosom lokalisiert, also in
fakultativem Heterochromatin vorhanden ist (Plath, Fang et al. 2003; Kohimaier,
Savarese et al. 2004; Rougeulle, Chaumeil et al. 2004). Auch Euchromatin wird
durch verschiedene Arten der Histon-Methylierung gekennzeichnet. Transkriptionell
aktive Gene sind hier mit methyliertem H3K4 und H3K36 assoziiert (Margueron,
Trojer et al. 2005).

Bei den Effekten der Histon-Methylierungen handelt es sich um ein komplexes
Zusammenspiel unterschiedlicher Modifikationen. Auch die Position und die
nachbarschaftlichen Beziehungen der methylierten Histone spielt eine gro3e Rolle
(Review: (Kouzarides 2007)).

1.2.2.3 Phosphorylierung

Histone kdnnen durch Serin-/Threonin-Kinasen phosphoryliert werden. Allerdings ist
Uber diese Art der Histon-Modifizierung und ihre Funktion nocht nicht viel bekannt.
Sie scheint jedoch an vielen wichtigen zellularen Prozessen, wie Transkription,
Erkennung und Reparatur von DNA-Schaden beteiligt zu sein (Cheung, Allis et al.
2000; Gilbert and Ramsahoye 2005).

1.3 Das X-Chromosom

1.3.1 Eigdenschaften menschlichen X-Chrom
1.3.1.1 Allgemeines

Das humane X-Chromosom besitzt viele Eigenschaften, die im menschlichen Genom
einzigartig sind. Frauen erben ein X-Chromosom von jedem Elternteil, Manner
hingegen erben nur das der Mutter. Die Genexpression eines der beiden weiblichen
X-Chromosomen wird wahrend der Embryonalentwicklung durch die so genannte X-
Inaktivierung inaktiviert (siehe Abschnitt 1.4.2). Dieses inaktive X-Chromosom bleibt
in den somatischen Korperzellen inaktiv. In der weiblichen Keimbahn wird es
schlielich reaktiviert und es kommt zur meiotischen Rekombination mit dem zweiten
X-Chromosom. Beim mannlichen X-Chromosom kommt es nur in den
pseudoautosomalen Regionen (PARs), die sich an den Enden von Xp und Xq
befinden zur Rekombination mit dem Y-Chromosom. Gene, die innerhalb dieser
PARs liegen, kommen sowohl auf dem X-Chromosom, als auch auf dem Y-
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Chromosom vor. Gene aulderhalb der PARs sind X-gekoppelt, das heilt, Manner
besitzen nur eine einzelne Kopie davon. Deshalb sind viele X-gekoppelten
Mendelschen Erbkrankheiten nur bei Mannern zu finden. Die bekanntesten sind die
Haemophilie A und B, die Rot-Grin-Blindheit, die Duchenn’sche Muskeldystrophie,
die septische Granulomatose sowie eine Form der Retinopathia pigmentosa. Das
charakteristische Muster der X-gekoppelten Vererbung, bei dem es hauptsachlich
betroffene Manner gibt, aber keine Vererbung von Mann zu Mann, wurde im 18.
Jahrhundert anhand der Haemophilie entdeckt und gab den Anstol3 in den 80er
Jahren fiur die ersten Erfolge im positionellen Klonen. Gefunden hat man hierbei die
Gene flr die septische Granulomatose (Royer-Pokora, Kunkel et al. 1986) und die
Duchenne’sche Muskeldystrophie (Monaco, Neve et al. 1986).

Die einzigartigen Eigenschaften des X-Chromosoms sind eine Folge der Evolution
der Geschlechtschromosomen in Saugern, die aus einem Autosomenpaar innerhalb
der letzten 300 Millionen Jahre entstanden sind (Ohno 1967). Gestutzt wird dies von
der Tatsache, dass noch eine gewisse Homologie zwischen dem X- und dem Y-
Chromosom innerhalb der PARs vorhanden ist (Graves, Gecz et al. 2002).

1.3.1.2 Eigenschaften der humanen X-Chromosom-Sequenz

Das humane X-Chromosom besitzt bis dato 1336 Gene (NCBI Build 36.2), was 8.6
Genen/Mb entspricht. Die Gendichte entlang des gesamten Chromosoms ist somit
eine der niedrigsten im gesamten Genom (Nature). Nur 1.7% der X-
Chromosomsequenz besteht aus Exons und 33% des Chromosoms wird
transkribiert. Dies lasst auf eine geringe Lange der Gene schlieRen. Nichts desto
trotz besitzt das X-Chromosom das langste bekannte Gen im menschlichen Genom,
das Dystrophin-Gen DMD (Xp21.1), welches 2.220.223 Basenpaare umspannt. Die
niedrige Gendichte spiegelt sich auch in der Anzahl der CpG-Islands wieder, welche
bei 5.25/Mb liegt. Dies entspricht der Halfte des genomweiten Durchschnitts
(Intern.Human Sequ.Consortium (2001)). Trotz der allgemeinen Genarmut des X-
Chromosoms besitzt dieses zwei RIDGEs (siehe Abschnitt 1.1.2.4.2). Eines davon
liegt in der Region Xp11 und das andere auf dem langen Arm im subtelomerischen
Bereich Xq28 (Versteeg, van Schaik et al. 2003). Auch nicht-codierende RNA-Gene
sind auf dem X-Chromosom vorhanden. Das bekannteste ist XIST (X (inactive)-
specific transcript) (Brown, Ballabio et al. 1991), welches eine entscheidende Rolle
bei der X-Inaktivierung innehat. Der Xist-Locus (Xq13) umspannt 32.103 Basenpaare
und sein untranslatiertes Transkript bedeckt und inaktiviert ein X-Chromosom
(Nature).

Weiterhin auffallend ist die Anzahl der MAGE-Gene, deren Genprodukte zur Familie
der Cancer-Testis-Antigene gehdren, die in einer Reihe von Krebsarten vor allem im
Hoden exprimiert werden (Scanlan, Simpson et al. 2004). Es wurden MAGE-
Domanen in 32 Genen auf dem X-Chromosom gefunden, wahrend im Ubrigen
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Genom bisher nur 4 andere MAGE-Gene beschrieben sind (Ross, Bentley et al.
2006).

Interspersed Repeats machen in etwa 56% der euchromatischen X-Chromosom-
Sequenz aus (genomweiter Durchschnitt: 45%), wobei Alu-Sequenzen der short
interspersed nuclear elements (SINEs) unterhalb des Durchschnitts liegen, was wohl
an der genarmen Natur des X-Chromosoms liegt. Die Anzahl der long terminal
repeat (LTR) Transposons dagegen liegt Uber dem Durchschnitt. Am meisten
vorhanden sind allerdings die long interspersed nuclear elements (LINEs) der L1-
Familie, welche etwa 29% der X-Chromosom-Sequenz ausmachen (genomweiter
Durchschnitt: 17%) (Ross, Bentley et al. 2006).

1.3.2 X-Inaktivierung
1.3.2.1 Einfuhrung

Sauger haben sehr komplexe Funktionen entwickelt, um Gene zu regulieren und
deren Expression wahrend der Entwicklung zu Kkontrollieren. Eine der
faszinierendsten Arten der Genregulation ist die Inaktivierung eines der beiden X-
Chromosomen im weiblichen Organismus, die zur Expression von Genen von einem
der beiden Chromosomen fuhrt. In Saugern scheint es zwei verschiedene Formen
der X-Inaktivierung zu geben: gepragte (,imprinted“) X-Inaktivierung und zufallige X-
Inaktivierung. Die gepragte X-Inaktivierung findet man in frihen Saugern, wie zum
Beispiel bei Beuteltieren, die sich vor ungefahr 180 Millionen Jahren von den
Plazenta-Saugern abgespalten haben. Hier wird immer das paternale X-Chromosom
inaktiviert (Ng, Pullirsch et al. 2007). Bei der zufalligen X-Inaktivierung wird in einer
fruhen embryonalen Entwicklungstufe jeweils eines der beiden X-Chromosomen
inaktiviert, unabhangig davon, ob es das vaterliche oder das mutterliche Chromosom
ist. Dieser Mechanismus basiert auf einer non-coding RNA, XIST, welche nur in
Zellen von Plazenta-Saugern, nicht aber in frlihen Saugern oder anderen
Wirbeltieren vorkommt (Duret, Chureau et al. 2006). Weshalb sich die zufallige X-
Inaktivierung entwickelt hat ist unklar, es gibt jedoch Theorien, dass die Ausbreitung
der Plazenta-Sauger aufgrund Veranderungen der Sauerstoffkonzentrationen in den
letzten 200 Millionen Jahren daflir verantwortlich ist (Falkowski, Katz et al. 2005).
Das Plazentasystem bendtigt, aufgrund des ineffizienten Transports vom
matterlichen Kreislauf zum Embryo, eine hohe Sauerstoffkonzentration in der
Umgebungsluft. Nachdem im Laufe der Zeit die Sauerstoffkonzentration in der
Atmosphare anstieg, wurde dieses System effizienter und es kam dazu, dass sich
das Verlangen nach Reproduktion der Plazenta-Saugerweibchen steigerte und der
Selektionsdruck fur Vorteile der Saugerlinien sich auf Mannchen beschrankte (Ng,
Pullirsch et al. 2007). Das allmahliche Verschwinden des Y-Chromosoms und das
daraus resultierende Entstehen eines einzelnen X-Chromosoms bei Mannchen bietet
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nun eine haploide Region im Saugergenom, die einer effizienten und stringenten
Selektion unterliegt (Ng, Pullirsch et al. 2007).

Diese Hemizygotie macht mannliche
Sauger allerdings anfalliger  fir
nachteilige  Effekte  X-gekoppelter
Mutationen. Bei weiblichen Saugern
hingegen kommt es durch die zufallige
X-Inaktivierung zu einem Mosaik von
Zellen, in denen entweder das
mutterliche oder das vaterliche X-
Chromosom inaktiviert ist. Somit
konnen schadliche Mutationen il
maskiert und die Reproduktionsrate  Abbildung 8: Calico-Katze (Foto pFi'v'at)
gesteigert werden (Franco and

Ballabio 2006). Es wird deshalb davon ausgegangen, dass dies der zufalligen X-
Inaktivierung einen entscheidenden Selektionsvorteil gab (Ng, Pullirsch et al. 2007).
Besonders deutlich wird dieses Mosaik bei der Calico-Katze. Sie besitzt auf einem X-
Chromosom ein Gen fur orange Fellfarbe und auf dem anderen ein Gen fur schwarze
Fellfarbe. Je nachdem, welches X-Chromosom in der jeweiligen Zelle inaktiviert wird,
pragt sich die orange oder schwarze Fellfarbe aus. Zusatzlich dazu besitzt sie noch
ein Gen fur weil3e Fellfarbe (Abb.8) (Migeon 1994). Erstmals beschrieben wurde die
X-Inaktivierung 1961 von der Genetikerin Mary Francis Lyon, die damals postulierte,
dass eines der beiden X-Chromosomen in einer weiblichen Zelle inaktiv sei, dass
diese Inaktivierung fruh in der Embryonalentwicklung stattfinde, und dass es zufallig
sei, welches der beiden X-Chromosomen inaktiviert werde (Lyon 1961).

1.3.2.2 counting und choice

Zufallige X-Inaktivierung besteht aus einer Serie von komplexen geordneten
Vorgangen. Zu Beginn der Inaktivierung stellt jede Zelle sicher, dass, in einer
zufalligen Art und Weise, nur ein X-Chromosom pro diploidem Chromosomensatz
aktiv bleibt und das (oder die) andere(n) inaktiviert werden (counting and choice)
(Heard and Disteche 2006). Dieser Vorgang wird durch eine kleine ~1Mb grolRe
Region, dem X-Inaktivierungscenter (Xic), kontrolliert, die das non-coding Xist-
Transkript produziert, das fur das Inaktivieren notwendig ist (Brown, Ballabio et al.
1991; Heard and Disteche 2006). Zellen, die aufgrund einer Deletion, Translokation
oder Mutation in diesem Bereich keines oder ein fehlerhaftes Xic besitzen sind nicht
in der Lage, die X-Inaktivierung zu initiieren (Avner and Heard 2001; Okamoto, Otte
et al. 2004). Ein weiterer wichtiger Bestandteil des counting und choice ist die Tsix-
RNA, die mit dem Xist-Gen uberlappt und in der Gegenstrang-Richtung transkribiert
wird (Lee, Davidow et al. 1999). Anfanglich wird Tsix von beiden X-Chromosomen
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exprimiert, wird aber vor der Inaktivierung am inaktiven X-Chromosom
herunterreguliert. Umgekehrt bleibt die Tsix-Expression am aktiven X-Chromosom
langer bestehen. Heterozygote Deletion von Tsix in weiblichen Zellen fuhrt zur
Inaktivierung des Chromosoms, das die Deletion tragt, was zu der Annahme fuhrt,
das Tsix eine Rolle bei der Auswahl des zu inaktivierenden X-Chromosoms spielt
(Lee and Lu 1999). Tsix ist wahrend der Entwicklung eines Organismus durch
Enhancer reguliert, die in den Xite- und DXPas34-Elementen enthalten sind. Das
CTCF-Protein des DXPas34-Elements wird als potentieller Kandidat fur das ,,Choice”
gesehen, obwohl noch jegliche Kenntnisse Uber die Funktion des Proteins fehlen
(Chao, Huynh et al. 2002). Allerdings konnte man beobachten, dass eine Deletion
des DXPas34-Elements zu einer ektopischen X-Inaktivierung fuhrt (Vigneau, Augui
et al. 2006).

Da in mannlichen Zellen Tsix nicht notwendig ist, um den Xist-Promoter zu
inaktivieren, geht man davon aus, dass es einen sogenannten ,Kompetenzfaktor® in
Zellen geben muss, die mehr als ein X-Chromosom besitzen und somit weibliche
Zellen pradisponieren, ein X-Chromosom zu inaktivieren, indem sie die Xist-
Expression begunstigen (Lee and Lu 1999). Dies wird dadurch bestatigt, dass ein
ektopischer Promotor gefunden wurde, der strangaufwarts von Xist lokalisiert und
das Chromosom anfalliger fur die Inaktivierung macht (Nesterova, Johnston et al.
2003). Allerdings hat man auch herausgefunden, dass Deletionen in Xist auch den
,count and choice“-Mechanismus beeinflusst und das andere X-Chromosom
inaktiviert wird (Marahrens, Loring et al. 1998). Diese Beobachtungen flihren zu der
Annahme, dass Xist durch positive Signale und negative Elemente reguliert wird, die
madglicherweise einen epigenetischen ,Schalter” in Xic bilden (Lee 2005; Vigneau,
Augui et al. 2006).

Ein weiterer wichtiger Schritt in der X-Inaktivierung wurde kurzlich entdeckt. Durch
die Analyse der Position von Xic-Loci wahrend der X-Inaktivierung hat man
festgestellt, dass diese physikalisch paaren, um eine interchromosomale
Kommunikation moéglich zu machen. Diese enge Anlagerung der beiden Loci tritt
genau zu Beginn der X-Inaktivierung auf (Marahrens 1999; Bacher, Guggiari et al.
2006; Xu, Tsai et al. 2006).

1.3.2.3 Inaktivierung durch Xist-RNA

Nachdem das zu inaktivierende X-Chromosom durch den ,choice®-Vorgang
ausgewahlt wurde, wird die Expression der Xist-RNA an diesem Chromosom
verstarkt und Xist-RNA-Molekile lagern sich an (Chow, Yen et al. 2005). Dieser
Vorgang ist auf eine sehr frihe Entwicklungsphase beschrankt und ist reversibel.
Findet er spater in der Entwicklung statt, ist er von Xist unabhangig und irreversibel
(Csankovszki, Panning et al. 1999). Dies lasst auf eine entscheidende Rolle von Xist
bei der Initierung der X-Inaktivierung schlieBen, jedoch nicht bei der
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Aufrechterhaltung des inaktiven Status (Ng, Pullirsch et al. 2007). Die Lokalisierung
von Xist bendtigt keine X-Chromosom-spezifischen Sequenzen. Ektopisches Xist
kann ebenso von Autosomen exprimiert werden und diese auch inaktivieren (Lee,
Strauss et al. 1996; Herzing, Romer et al. 1997; Wutz and Jaenisch 2000). Allerdings
hat man festgestellt, dass die Expression und Initiierung der Inaktivierung auf3erhalb
des X-Chromosoms weniger effektiv ist. Eine mogliche Erklarung hierfur sind
~-Wegstationen® oder ,Verstarker® entlang des X-Chromosoms (Abb.9A). Da das X-
Chromosom Uuberdurchschnittlich viele long interspersed elements (LINEs) enthalt,
werden diese als mogliche Kandidaten gesehen (Lyon 2003). Wutz und seine
Mitarbeiter haben funktionelle Motive innerhalb der Xist-RNA bei der Maus gefunden
und dabei festgestellt, dass die Assoziation von Xist mit dem Chromosom und seine
Fahigkeit, die Inaktivierung zu initiieren nicht zusammenhangen (Wutz, Rasmussen
et al. 2002). Die Inaktivierung ist hier abhangig von einer Sequenz, die sich am 5°-
Ende von Xist befindet und aus 7.5 Wiederholungen eines Motivs besteht, welches
sich zu zwei sogenannten ,Stem loops* faltet, an die sich wiederum Faktoren binden
konnten, die die Genexpression unterdricken kénnen. Xist-RNA, der dieses Motiv
fehlt kann sich zwar am Chromosom anlagern, jedoch ist sie nicht in der Lage, die
Inaktivierung zu initiieren. Demnach ist die Fahigkeit, zu inaktivieren nicht die
Voraussetzung fur die Lokalisation von Xist (Wutz, Rasmussen et al. 2002).
Basierend auf diesen Ergebnissen haben Ng et al ein Modell vorgeschlagen, bei dem
diese Wiederholungsmotive aus schwachen Bindungsstellen bestehen, die es Xist
und weiteren Faktoren ermdglichen, leichter an das Chromosom zu binden. Das
Anheften eines Faktors erleichtert wiederum das Anheften des nachsten Faktors und
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Abbildung 9: Verbreitung von Xist-RNA am inaktiven X-Chromosom

A LINEs als Wegstationen oder Verstarker fiir Xist, B schwache Bindungsstellen fiir Xist
ermoglichen das leichtere Anheften, C Transport von Xist in das Innere des Chromosoms
(aus Ng et al 2007)
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resultiert so in einem stabilen Komplex. Xist wird dadurch von seinem
Transkriptionsort uber das gesamte Chromosom verteilt (Ng, Pullirsch et al. 2007)
(Abb.9B). Einen Beweis hierflir gibt es allerdings noch nicht. Jedoch geht dieses
Modell einher mit der Beobachtung, dass Xic im Interphasekern peripher lokalisiert
ist, und Xist somit in das Innere des Chromosoms gebracht werden muss (Chaumeil,
Le Baccon et al. 2006) (Abb.9C).

1.3.3 Qrganisation des jnaktiven X-Chromosoms

Um sicherzugehen, dass das ausgewahlte inaktivierte X-Chromosom auch Uber
Zellteilungen hinweg wiedererkannt wird, muss es in einer speziellen Art und Weise
markiert werden. HierfUr wird es physikalisch reorganisiert und mit, von anderen
Chromosomen unterscheidbaren Markern versehen. Wahrend der Differenzierung
wird das inaktive X-Chromosom sehr stark kondensiert und bildet somit eine
kompakte heterochromatische Struktur, die durch die Abwesenheit von intronischer
RNA und RNA-Polymerase |l gekennzeichnet ist (Okamoto, Otte et al. 2004).
Desweiteren wurden centromerische und Cot-1-DNA innerhalb des inaktiven X-
Chromosoms gefunden, wahrend Gene, unabhangig von ihrer transkriptionellen
Aktivitat an der Oberflache des Chromosoms lokalisieren (Clemson, Hall et al. 2006).
AuBerdem findet man eine Reihe von Faktoren und Histon-Modifikationen im
inaktiven X-Chromosom (Ng, Pullirsch et al. 2007). Tabelle 1 (angelehnt an (Ng,
Pullirsch et al. 2007)) zeigt diese. Hier ist interessant, dass der Scaffold attachment
factor-A (SAF-A), der an Satelliten-DNA, Scaffold attachment regions (SARs) und
Matrix attachment regions (MARs) bindet, und dem eine Rolle in der Regulation der
Genexpression und DNA-Replikation zugesprochen wird (Jenke, Fetzer et al. 2002;
Jenke, Stehle et al. 2004) in groRer Menge am inaktiven X-Chromosom gefunden
wird (Fackelmayer 2005). SARs und MARs werden mit der uUbergeordneten
Chromatinorganisation in Verbindung gebracht. SAF-A interagiert mit Nukleinsaure
und bildet Multimere. Tatsachlich bindet Xist an SAF-A und es wird eine stabile
Struktur im inaktiven X-Chromosom ausgebildet, die eine essentielle Plattform fur die
Aufrechterhaltung des inaktiven Status des X-Chromosoms darstellt (Fackelmayer
2005). Auch eine Anreicherung von H3K9 di-methyliert (H3K9me2), das eines der
Kennzeichen fur Heterochromatin ist (Jenuwein and Allis 2001; Bannister, Schneider
et al. 2002) kann am inaktiven X-Chromosom, speziell an den Promotoren
inaktivierter Gene beobachtet werden (Heard, Rougeulle et al. 2001; Boggs, Cheung
et al. 2002). H3K9me2 rekrutiert weitere Faktoren, die die Chromatinstruktur
beeinflussen. Dazu gehort das H3K9me2-binding Protein HP1, welches in vitro an
H3K9me2 bindet und fir die Bildung von perizentrischem Heterochromatin
notwendig ist (Bannister, Zegerman et al. 2001; Lachner, O'Carroll et al. 2001;
Fischle, Wang et al. 2003).

Auch H3K27 tri-methyliert (H3K27me3) wird in grolen Mengen am inaktiven X-
Chromosom in einigen Zelltypen beobachtet (Gilbert, Boyle et al. 2003; Zinner, Teller
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et al. 2007). Basierend auf Ergebnissen in Drosophila (Czermin, Melfi et al. 2002)
geht man davon aus, dass H3K27me3 eine Bindungsstelle fur das Chromodomanen-
Protein Polycomb (PC), ein Bestandteil des Polycomb-Repressor-Komplexes (PCR),
bereit stellt, welches fur die Aufrechterhaltung der Inaktivierung homeotischer Gene
noétig ist (Simon and Tamkun 2002). Tatsachlich findet man eine Anhaufung von
PCR1 am inaktiven X-Chromosom (Plath, Talbot et al. 2004). Chadwick und Willard
haben 2004 herausgefunden, dass H3K27 tri-methyliert und H3K9 tri-methyliert an
verschiedenen Positionen des inaktiven X-Chromosoms gefunden werden. Wahrend
H3K27 tri-methyliert zusammen mit der Xist-RNA auf einer Seite des Chromosoms
lokalisiert, ist H3K9 tri-methyliert auf der anderen Seite zusammen mit HP1 zu finden
(Chadwick and Willard 2004).

Ein weiteres Merkmal des inaktiven X-Chromosoms ist seine Replikationszeit. Man
beobachtet eine asynchrone Replikation im Vergleich zu anderen Chromosomen.
Das inaktive X-Chromosom repliziert frih in der S-Phase im Praimplantationsstadium
des Embryos und spat in den Zellen des Embryos nach der Implantation (Chow, Yen
et al. 2005).

Merkmal Beschreibung
Xist RNA Lange funktionelle RNA, initiiert Inaktivierung
PcG-Proteine PRC2
PRCA1
Modifikationen Histon H3K27 tri-methyliert (durch PRC2)

Histon H2AK119 ubiquitiniert (durch PRC1)
Histon H4K20 methyliert

Histon H3K9 di-methyliert

Histon H4 hypoacetyliert

Histonvarianten MacroH2A
Histon H1

Andere Proteine SAF-A (assoziiert mit der nuclearen Matrix)
BRCA1

Merkmale Ausschalten von RNA-Polymerase Il

spate Replikation

Tabelle 1: Faktoren und Histonmodifikationen des inaktiven X-Chromosoms

1.3.4 Aufrechterhaltun inaktiven Stat X-Chrom

Ist ein X-Chromosom einmal inaktiviert, so wird dieser Status Uber alle folgenden
Zellteilungen aufrechterhalten. Xist spielt hierbei nur eine kleine Rolle, wahrend
epigenetische Markierungen, wie DNA-Methylierung, spate Replikation und Hypo-
Acetylierung des Histons H4 synergistisch agieren und eine bedeutend grofRere Rolle
spielen (Lucchesi et al 2005). Der Mechanismus, der zu einer stabilen X-
Inaktivierung flhrt ist bis dato allerdings noch nicht ausreichend erforscht, aber es
sollen PcG-Proteine daran beteiligt sein. PcG-Proteine sind von den Fliegen zu den
Saugern konserviert und sorgen daflr, dass die Transkription von Kontrollgenen der
Entwicklung unterdrickt wird (Bantignies and Cavalli 2006). Zwei dieser PcG-
Proteinkomplexe, Polycomb repressive complex 1 (PCR1) und Polycomb repressive
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complex 2 (PCR2) besitzen katalytische Aktivitat. Sie sind in der Lage, die
Ubiquitinilierung von Histon H2AK119 (H2AK119ub1) und die Methylierung von
Histon H3K27 (H3K27me3) zu vermitteln. PRC1 und PRC2 lagern sich am inaktiven
X-Chromosom an und erstellen H2AK119ub1- und H3K27me3-Markierungen entlang
des Chromosoms (Plath, Fang et al. 2003; de Napoles, Mermoud et al. 2004; Fang,
Chen et al. 2004). Die Lokalisation von PCR-Proteinen und auch das Bestehen der
epigentischen Markierungen ist abhangig von Xist und einem zusatzlichen Faktor,
der als ,chromosomales Gedachtnis“ bezeichnet wird (Kohlmaier, Savarese et al.
2004). Wie dieses ,chromosomale Gedachtnis“ aussieht ist bisher unbekannt. Die
Expression von Xist in einer frihen Stufe der Entwicklung fihrt zu diesem
,Gedachtnis® und beide Faktoren sind notwendig, um die epigenetischen
Markierungen H2AK119ub1 und H3K27me3 am inaktiven X-Chromosom zu
etablieren (Kohlmaier, Savarese et al. 2004; Schoeftner, Sengupta et al. 2006).

1.3.5 Gene. die der X-Inaktivierung entkommen

Obwonhl die meisten Gene auf dem inaktiven X-Chromosom inaktiviert werden, gibt
es doch welche, die diesem Mechanismus entkommen. Etwa 15-20% der Gene auf
dem inaktiven X-Chromosom sind aktiv (Carrel, Cottle et al. 1999), wobei die
Mehrheit dieser Gene auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms liegt, was eventuell
durch zentromerisches Heterochromatin, das das X-Inaktivierungscenter wie eine
Barriere abtrennt, hervorgerufen wird (Disteche 1999). Desweiteren liegen diese
Gene in den beiden pseudoautosomalen Regionen (Heard and Disteche 2006).
Normalerweise ist das Expressionslevel dieser Gene auf dem inaktiven X-
Chromosom niedriger als auf dem aktiven X-Chromosom (Carrel and Willard 2005;
Nguyen and Disteche 2006). Deshalb geht man von einer teilweisen Inaktivierung
dieser Gene aus, hervorgerufen durch die Nahe zu inaktivem Chromatin oder durch
das Heraufregulieren der Gene auf dem aktiven X-Chromosom (Review: (Disteche,
Filippova et al. 2002)). Die Chromatinstruktur der Gene, die der X-Inaktivierung
entkommen, entspricht hinsichtlich Histonmodifikationen und Fehlen von DNA-
Methylierungen der ,normaler® aktiver Gene (Goodfellow, Mondello et al. 1988;
Gilbert and Sharp 1999; Boggs, Cheung et al. 2002; Filippova, Cheng et al. 2005).

1.3.6 Das X-Chromosom im Interphasezellkern

Das inaktive X-Chromosom ist in vielen Zellkernen als sogenannter Barr-Body
bereits im Lichtmikroskop zu erkennen. Dieser Barr-Body besteht aus fakultativem
Heterochromatin und wurde 1949 von Murray Llewellyn Barr entdeckt (Barr and
Bertram 1949). Der Begriff Barr-Body wurde Anfang der 60er durch Mary Frances
Lyon gepragt (Lyon 1962). Bereits 1985 wurde von Bourgeois et al gezeigt, dass das
inaktive X-Chromosom meist am Rand humaner Fibroblasten liegt (Bourgeois,
Laquerriere et al. 1985).
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Unterschiede zwischen dem aktiven und dem inaktiven X-Chromosomterritorium in
der Struktur sind ebenfalls beobachtet worden. Untersuchungen in weiblichen
humanen, diploiden amniotischen Zellen zum Volumen, zur Form und zur
Oberflachenflachenstruktur ergaben, dass sich die beiden X-Territorien in ihrem
Volumen zwar kaum unterscheiden, jedoch in ihrer Form und ihrer
Oberflachenstruktur. Wahrend das aktive X-Chromosom flacher erscheint und eine
groldere, unregelmalige Oberflache besitzt, ist das inaktive X-Chromosom runder
und hat eine glattere Oberflache (Eils, Dietzel et al. 1996). Diese runde Form konnte
eine Folge davon sein, dass das inaktive X-Chromosom eine Art ,Loop“ bildet, indem
sich die beiden Telomere aneinanderlagern, wahrend dies im aktiven X-Chromosom
nicht der Fall ist (Walker, Cargile et al. 1991). Diese Telomerassoziation konnte von
Dietzel et al allerdings nicht bestatigt werden (Dietzel, Eils et al. 1998).

Die Anordnung der Gene innerhalb des X-Territoriums
im Interphasezellkern wurde von Clemson et al
untersucht. Sie fanden heraus, dass Gene, unabhangig
von ihrer Expression am Rand des Barr-Bodies liegen,
wahrend innerhalb des Barr-Bodies sogenannte ,Junk-
DNA® wie Cot-1-DNA und repetitive Sequenzen zu
finden sind. Somit entsteht ein genreicher Rand um das
inaktive X-Chromosom herum (Abb.9). Die Gene des
aktiven X-Chromosoms sind auch eher randstandig
verteilt, jedoch ist dies nicht so ausgepragt wie auf dem
inaktiven X-Chromosom, was die Autoren damit
begrinden, dass die Oberflache des aktiven X-
Chromosoms mehr Invaginationen enthalt und es somit
scheint, dass die Gene in Lochern innerhalb des

Abbildung 10: Organisation des

Territoriums liegen (Clemson, Hall et al. 2006). Die
Untersuchung einzelner Gene unterschiedlicher
transkriptioneller Aktivitat zeigte, dass Gene, die
transkriptionell aktiv sind (ANT2 auf Xa, ANT3 auf Xa

inaktiven X-Chromosoms

In Blau ist der Barr-Body
dargestellt. Rot und  Grin
demonstrieren Gene (aktiv und
inaktiv), in Gelb ist die Xist RNA
dargestellt (aus Clemson et al

und Xi), weiter aullerhalb ihres ~ 2°%9)

Chromosomenterritoriums liegen, als Gene, die transkriptionell inaktiv sind (ANT2 auf
Xi). Diese liegen deutlich mehr im Inneren des Chromosoms (Dietzel, Schiebel et al.
1999).

1.4 Bacterial Artificial Chromosomes (BACS)

Bacterial Artificial Chromosomes (BACs) sind Plasmide aus dem Bakterium
Escherichia coli (E.coli), genauer, aus dem F-Faktor (Shizuya, Birren et al. 1992).
Dieser F-Faktor kodiert nicht nur fur Gene, die das Bakterium fur seine eigene
Replikation bendtigt, sondern besitzt auch die Fahigkeit, die Anzahl seiner Kopien zu
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kontrollieren (1-2 Kopien pro Zelle) (Willetts and Skurray 1987). Dadurch wird die
Rekombinationsrate der Plasmid-DNA gering gehalten. Ein weiterer Vorteil des F-
Faktors als Vektor besteht in der GroRe der DNA-Stiicke, die in diesen kloniert
werden koénnen. F-Faktoren kénnen DNA-Sticke von bis zu 300kb aufnehmen
(Strachan 1996). Desweiteren besitzen F-Plasmide ein Selektionsgen fir die
Transformation in die Bakterienzelle, welches in den meisten Fallen ein
Antibiotikaresistenzgen ist, sowie ein ,cloning segment® mit variablen Schnittstellen
fur Restriktionsenzyme, welches in einem Reportergen intergriert ist, um die
Integration der genomischer DNA in das Plasmid kontrollieren zu kdnnen (Shizuya,

Birren et al. 1992).
Alle in dieser Arbeit verwendeten BAC-Klone stammen aus der Bibliothek RPCI-11,

welche am Roswell Parc Cancer Institute aus der DNA eines anonymen mannlichen
Spenders erstellt wurde. Die genomische DNA des Spenders wurde in zwei
verschiedenen Ansatzen verdaut, einmal mit dem Enzym EcoRI und einmal mit dem
Enzym Mbol. AnschlieBend wurden die dadurch entstandenen Fragmente in die
Vektoren pBACe3.6 und pTARBACI integriert und in E.coli DH10B-Zellen
transformiert. Dadurch erhielt man eine 30fach redundante, aus 543797 Klonen
bestehende Bibliothek mit einer durchschnittlichen InsertgroRe von 178kb, die man
nun Uber Uber Endsequenzierungen, Chromosome walking und/oder
Hybridisierungen mit speziellen Markern bestimmten Abschnitten des menschlichen
Genoms zugeordnen konnte (Osoegawa, Mammoser et al. 2001).

Da die Eigenschaften der BAC-Klone, wie die genaue Lokalisation, enthaltene Gene,
und die Gendichteumgebung, anhand von Datenbanken genau definiert werden
konnen, eignen sie sich sehr gut zur Untersuchung der Lokalisation von Chromatin
mit verschiedenen Eigenschaften im Zellkern.

Eine ausfuhrliche Liste der in dieser Arbeit verwendeten BAC Klone befindet sich im
Anhang.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Wahrend Chromosomen in der Metaphase einen distinkten Aufbau zeigen und ihre
aullere Form, sowie die lineare Anordnung der DNA-Sequenzen, die durch Bereiche
mit hoher und niedriger Gendichte bzw. transkriptioneller Aktivitdt und
unterschiedlicher Replikationszeit durch verschiedene Bandenmuster klar definiert
ist, zeigen Chromosomen in der Interphase variable, unregelmafige Strukturen, die
in den letzten Jahren eingehend untersucht wurden, um ein Prinzip der hoheren
Anordnung von Chromatin im Zellkern zu beschreiben. Dabei wurde gezeigt, dass
sich in vielen verschiedenen Zelltypen genreiches, frih replizierendes und auch
transkriptionell aktives Chromatin praferentiell in der Zellkernmitte lokalisiert,
wahrend genarmes, spatreplizierendes und transkriptionell inaktives Chromatin den
Platz am Zellkernrand einnimmt. Welche dieser Chromatineigenschaften jedoch die
treibende Kraft fir die Anordnung im Zellkern ist, wird derzeit diskutiert.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, sollten aus 333 BACs, die Uber das
gesamte X-Chromosom gleichmalig verteilt sind, Pools mit verschiedenen
Eigenschaften erstellt werden, um die Faktoren Gendichte und transkriptionelle
Aktivitat zu untersuchen. So sollten BAC-Pools resultieren, die innerhalb eines 2Mb-
und eines 10Mb-Fensters genreich und genarm sind, Pools, die hoch und niedrig
exprimiert sind, Pools mit wenigen BACs, die genreich und hoch exprimiert oder
genreich und niedrig exprimiert sind, sowie Pools, die genarm und hoch exprimiert
oder genarm und niedrig exprimiert sind, um die einzelnen Faktoren gezielt
untersuchen zu koénnen. Anhand von 3D-FISH-Experimenten, Laserscanning-
Mikroskopie und computergestutzten quantitativen Auswertungen sollte die radiale
Anordnung dieser verschiedenen BAC-Pools im Zellkern humaner Fibroblasten und
im Chromosomenterritorium untersucht werden.

Das X-Chromosom in weiblichen Zellkernen stellt ein gutes Beispiel zur
Untersuchung solcher Fragestellungen dar, da beide Chromosomen die gleiche
Anordnung von Genen besitzen, sich jedoch in ihrer transkriptionellen Aktivitat
erheblich unterscheiden.

Zusatzlich dazu sollten Strukturanalysen des aktiven und des inaktiven X-
Chromosoms  durchgefuhrt  werden. Hierfir  wurden anhand  eines
Computerprogramms Intensitatsschwerpunkte der BAC-Pools errechnet und
ausgehend von diesen Distanzen und Winkel gemessen. Dadurch sollte eine erste
Einschatzung von Kompaktierungs- und Faltungsunterschieden zwischen den beiden
Chromosomen gemacht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien. Enzyme und Reagenzien

Chemikalien

Firma

Agar

Agarose SeaKem ME
Bromphenolblau
BSA

Colcemid (10ug/ml)
DAPI

Dextranblau

Dextransulfat

Diethyl-Ether

DMSO

dNTP-Mix (2,5 mM each)
Dulbecco’'s MEM Medium
EDTA

Essigsaure (Eisessig) 100%
Ethanol absolut p. a.
Ethidium-Bromid

FCS

Formaldehyd 37%
Formamid

Formamid, deionisiert
Gel-loading-Puffer
Glyzerin

Heparin

Immersionsol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Methanol

Natriumchlorid
Natrium-Citrat Dihydrat

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

FMC Rockland, Maine, USA

Merck, Darmstadt

ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA
Seromed Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Amersham-Pharmacia Biotech,
Braunschweig

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Seromed Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Seromed Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Leica, Wetzlar

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Chemikalien

Firma

Natriumhydrogenphosphat
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Pepton
Phytohamagglutinin
Polylysin-Hydrobromid
RPMI 1640 Medium
Salzsaure 1N

Stickstoff (flussig)

TOPRO

Tris-HCI (pH 8,0)

Triton X-100
Trypsin-EDTA-L6sung 10x
Tween 20

Yeast extract

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Seromed Biochrom, Berlin
GERBU Biotechnik, Gaiberg

Seromed Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Calbiochem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Messer Griesheim, Krefeld
Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Seromed Biochrom, Berlin
Calbiochem, Darmstadt
GERBU Biotechnik, Gaiberg

Enzyme

Firma

DNA - Polymerase 1
DNase |
Pepsin

Taq — Polymerase

Trypsin/EDTA

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Amersham-Pharmacia Biotech,
Braunschweig

Seromed Biochrom, Berlin

Nukleotide/Primer/DNA

Firma

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100mM)
Biotin-16-dUTP

DNP-16-dUTP

Digoxigenin-16-dUTP
6MW-Primer

human Cot-1 DNA
Salmon Sperm DNA
Lamda/Hind Il Marker
BrdU

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

NEN Life Science Produkts, Inc., Boston,
USA

Roche, Mannheim
MWG-Biotech, Ebersberg
Gibco-BRL, Karlsruhe
Gibco-BRL. Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Antikorper und Fluorochrome

Firma

Antifade Medium Vectashield
Avidin-Alexa-488

Avidin-Cy3

Avidin-Cy5

Avidin-FITC

Goat a Avidin-Bio

Goat a Avidin-FITC

Goat o Mouse-Alexa488

Goat a Rabbit-Cy5
Goat o Rabbit-Cy3

Goat a Rat-Cy3

Mouse o BrdU
Mouse a Dig-Cy3
Mouse a Ki67
Rabbit o Dig

Rat o BrdU
Sheep a Dig-FITC
Streptavidin-Cy5

Vector, Burlingame CA, USA

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Vector, Burlingame CA, USA

Vector, Burlingame CA, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Amersham-Pharmacia Biotech,
Braunschweig
Amersham-Pharmacia Biotech,
Braunschweig
Amersham-Pharmacia Biotech,

Braunschweig

Becton Dickinson, San Jose
Dianova, Hamburg

DAKO

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Diagnostic International, Karlsdorf
Dianova, Hamburg

FMC Rockland, Maine, USA

Reagenzien fur PCR / Nicktranslation

2.1.1.1.1.1Firma

Cetus-Puffer 11
Detergenz W1
MB-Mercaptoethanol
MgCl,

Puffer D 5x

Roche, Mannheim

Gibco BRL, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Invitrogen, Groningen, Niederlande
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2.2 Medien, Puffer und Lésungen
Puffer/Losungen Bestandteile Anmerkungen

5g in 500ml TAE Puffer, in der
Agarose Gel 1% Agarose in TAE Puffer | Mikrowelle aufkochen bis die

Losung klar ist, heil® gieRen

Blockierungslésung

4% BSA in 4xSSC/T

50ml Ansatz:
10ml 20%BSA

(in SSC/T) 40ml 4xSSC/T

- X 50ml Ansatz:
E."OCKEU”QS'OSU”Q 5% BSA in 1xPBS/T 12,5ml 20%BSA
(inPBS/T) 37,5ml 1xPBS/T

BSA-Ldésung (20%)

BSA
4xSSC/T bzw 1xPBS/T

100ml Ansatz:
20g BSA
100ml 4xSSC/T bzw 1xPBS/T

DAPI-Farbelosung

DAPI-Stammldsung

5ul DAPI-Stammldsung in

(0,05ug/ml) (500ug/ml) 50ml 4xSSC/T
. i 500ml RPMI
Dulbecco’s MEM Dulbecco's MEM Medium 50ml FCS

Komplettmedium

FCS
Penicillin/Streptomycin

5ml Penicillin/Streptomycin
Vorwarmen auf 37°C

Fixativ Methanol/Eisessig 3:1 | immer frisch ansetzen, vor
(Viv) Gebrauch auf —20°C abkuhlen
Formamid-Losung (50%) | Formamid 11 Ansatz: 500ml Formamid
in 2xSSC 4x SSC 500ml 4x SSC
o Glycerin 200ml Ansatz: 160ml 1xPBS
Glycerin-Lésung (20%) 1xPBS 40ml Glycerin
N 1N HCI 200ml Ansatz: 20ml 1N HCI
HCI-L6sung (0,1N) Hy0 ot 180ml Hy0 geqy
0 : 8g Dextransulfat in 40ml 2xSSC
Hybridisierungs-Mastermix EOS/OSC Dextransulfat in losen, vortexen, mit 0,45um
X Filter filtrieren
_ M : 500ul-Ansatz:
Label-ACG-Mix (2mM | je 100mM dATP, dCTP, ie 104l ATP, CTP, GTP
each) dGTP 470ul PCR-H,0
2I-Ansatz: 21 HyO gest
20g Pepton
LB-Medium Zepton’ Yeast extract, 10g Yeast extract
aCl, H20 gest 20g NaCl
auf pH-Wert 7 einstellen
- 146g NaCl
NaCl-Losung (5M) 5M NacCl ad 500m| HyOp gout
1ml Ansatz:
] N je 2mM dATP, dCTP, je 250ul dATP, dCTP, dGTP
NT-dNTP-Mix dGTP, dTTP 50ul TTP
200yl PCR-H,O
1M Tris-HCI (pH 7,5) 100ml Ansatz:
NT-Puffer 1M MgCl, Somo B
BSA 45ml H,0

Paraformaldehyd-L6sung
(4%)

Paraformaldehyd
1x PBS

8g des PFA-Pulvers in 200ml
PBS I6sen, Gefal dabei auf
60°C (in der Hood) unter
standigem RUihren erwarmen,
bis Lésung klar wird.
Anschlief3end abkiihlen
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Puffer/Losungen Bestandteile Anmerkungen
1 M Tri H= 50 ml-Ansatz: 0,75ml 1M Tris
P1-Lésun 13% EDTA ° 1m10.5M EDTA
9 47,75m1 HyO gest
H20 gest filtrieren, bei 4°C aufbewahren
10ml Ansatz: 2ml 1N NaOH
P2-Losung 0,2 N NaOH 1ml 10% SDS
1% SDS 7ml HyO gout
M KA H=5.5 50mi-Ansatz: 14,7g KAcetate
I c, pH=5, ~5,75g HAc
P3-Losung HAc bis pH erreicht ist mit Hz0 gest
auffillen
20xPBS: 320g NaCl
140mM NaCl gg gC|N PO
,09 Nap 4
PBS-Puffer (pH 7,4) 2,7 mMKCL 9,69 KH,PO,

6,5 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

ad 2| Hy0 pigest
mit HCI auf pH 7,4 einstellen
1x PBS Aliquots autoklavieren

RPMI 1640 Medium 500ml RPMI
M o 1640 | £cs 100ml FCS
omplettmedium Penicillin/Streptomycin 5ml Penicillin/Streptomycin
20x SSC: 350,6g NaCl
150mM NaCl A
a 2V bidest
SSC-Puffer (pH 7.,0) 15mM Na-Citrat mit NaOH pH 7,0 einstellen
4x, 2x, 0,1x SSC-Aliquots ver-
diinnen und autoklavieren
SSC/T-Puffer (0,2% | 4x SSC 11 Ansatz: 1000ml 4x SSC
Tween) Tween 20 2ml Tween 20
40mg Bromphenolblau
EDTA 200mg Dextranblau
Stop-Mix Bromphenolblau 800ul 5M NaCl

Dextranblau

1,6ml 0,5M EDTA
800ul 1M Tris-HCI pH 7,5

TAE-Puffer (pH 8,0)

40mM Tris-Acetat

50x TAE: 2429 Tris
18,69 EDTA

1mM EDTA 57,1ml Eisessig
ad 11 HyOpigest
TOPRO TOPRO Stocksolution 1:1000 in
.. .. 1Xx PBS verdiinnen
TOPRO-Farbeldsung 1xPBS (Endkonzentration: 5uM), pro
Slide 150ul verwenden
. . 1x PBS 11 Ansatz: 1000ml 1xPBS
TritonX-L6ésung (0,05%) TritonX100 500ul TritonX100
. . 1x PBS 200ml Ansatz: 199ml 1xPBS
TritonX-L6ésung (0,5%) TritonX100 1ml TritonX100
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2.3 Gerate, optische Ausristung und sonstige Hilfsmittel

Gerate Typ Hersteller
COgz-Inkubator Typ B 5060 Heraeus, Hanau
Dampfsterilisator Varioklav H+P Labortechnik GmbH

Thermocycler Techne Progene Thermo-DUX, Wertheim
Sterile Werkbank Airflow Biohit
Biofuge pico Heraeus, Hanau
Zentrifugen Rotanta/S Hettich, Tuttlingen
Vacuumconcentrator Bachhofer, Reutlingen

sonstige Gerate

Abzugshaube Gefrierschrank —20°C
Bunsenbrenner flr die Sterilbank Hot Block
Eismaschine kleine Tischzentrifuge
Klhlschrank +4°C Stickstofftank
ph-Meter Wasserbader (37°C-72°C)
Prazisionswaage UV-Lampe fur die Sterilbank
Rotator Vortexer
Schuttler
Hilfsmittel Anmerkung Hersteller
Deckglaser 12x12mm,15x15mm,18x18mm | Superior
Deckglaser 76x26mm Sq_hubert & Weiss,
Minchen
Einmal- B. Braun Melsungen
. . T . ® .
gl!gktlonskanulen, 100 Sterican™ 0,90x40mm AG, Melsungen
unnwand
Einmal-Pipetten 1ml und 3,5ml Becton Dickinson,
’ Franklin Lakes, USA
Eppendorf- Schubert &  Weiss,
Reaktionsgefalle 1,5ml, 0,5ml Mianchen
Falcon Gewebekultur- 50ml Becton Dickinson,
flaschen Franklin Lakes, USA
N Becton Dickinson,
Falconréhrchen 15ml und 50ml Franklin Lakes, USA
Fixogum Montagekleber Marabuwerke, Tamm
Glasflaschen 100ml, - 250ml,  500mi und Schott
1000ml
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Hilfsmittel Anmerkung Hersteller

Kiivetten fiir 10 Objekttréger Sohupert & Welss,
Objekttrager 76x26mm R. Langenbrink
Pipettenspitzen Weil} Molecular Bio Products
Pipettenspitzen gelb und blau Greiner Labortechnik

Pipettierhilfe

accu-jet® BRAND

Schubert &
Miinchen

Weiss,

Quadri PERM® plus

fur 4 Deckglaser 76x26mm

Heraeus, Hanau

Sterilfilter

20um / 40um Porengrolde

Satorius, Gottingen

sonstige Hilfsmittel

Diamantstift

Nagellack

Filterpapier Klebeband Scotch®
Laborhandschuhe Parafilm ™
Laborwischtucher Pipettensatze
Metallbox mit Deckel Praparatemappen
spitze Uhrmacherpinzette Objekttragerbox
Trockenmittel
Mikroskope/Zubehor Typ Hersteller
Durchlicht- Zei
urchlicht Axiovert 25 C eiss,
Phasenkontrastmikroskop Jena
Objektive CP Achromat x5/0,12

CP Achromat x10/ 0,25 Ph1

LD Achrostigmat x20 / 0,3 Ph1

Achrostigmat x40 / 0,55 Ph2
. . Zeiss,
Fluoreszenzmikroskop Axiophot 2
Jena

Objektive Plan-NEOFLUAR 16x /0,5

Plan-NEOFLUAR 40x oil / 1,3

Plan-NEOFLUAR 63x oil / 1,4

Plan-NEOFLUAR 100x oil / 1,3
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FluoreszenZfilter

DAPI (BP 365, FT 395, LP 450-490nm)
FITC (BP 450-490, FT 510, LP 515-
565nm)

Cy3 (BP 546, FT 580, LP 590nm)

Cy5 (BP 575-625, FT 645, BP 660-

710nm)
Triple-Filter (TBP 400/495/570,
FT 410/505/585,
TBP460/530/610)
Coolview
CCD-Kamera ccD
Camera
System
nf I Laser- | Leica TCS SP2 Leica
Scanning-Mikroskop Leica TCS SP5 L
Heidelberg

Objektiv

FloureszenZfilter

Plan-ACHROMAT 63x oil / 1,4

Cy3 (Ar-Laser 568;RSP 525; 570-650nm)

Cy5 (HeNe-Laser 633; TD488/568/647; 650-750nm)

FITC (Ar-Laser 488; TD488/568/647; 490-540nm)

TOPRO (HeNe-Laser 633; TD488/568/647; 650-
750nm)

DAPI (Uv 405nm)

Bildverarbeitende Software

Hersteller

Adobe Photoshop CS2

Adobe Systems, Inc.

Cytovision Applied Imaging International Ltd.
Leica TCS NT Leica
ImageJ Public Domain by Wayne Rasband
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2.4 Zellen

2.4.1 Zelltypen
2.4.1.1 Humane Lymphozyten (HLYy)

Humane Lymphozyten wurden aus Vollblut verschiedener, gesunder Personen
isoliert. Lymphozyten sind relativ kleine Zellen mit einem Kerndurchmesser von 6-
10um, sie sind spharisch und besitzen sehr wenig Cytoplasma. Durch die Zugabe
von einigen Tropfen Heparin-Na wurde eine Hamagglutination verhindert.

Um die Lymphozyten von den anderen Blutzellen (weitere Leukozyten,
Thrombozyten und Erythrozyten) zu trennen, kann man die Methode des Ficoll-
Dichtegradienten anwenden. Wahrend Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer
héheren Dichte den Ficoll-Gradienten bei der Zentrifugation durchdringen, bleiben im
sogenannten ,buffy coat® Uber der Ficollschicht die Lymphyzyten und einige
Monozyten Ubrig (Janeway 2002). Dieser kann nun abgesaugt und gereinigt werden.
Lymphozyten des peripheren Bluts sind in der GO-Phase arretiert und mussten
deshalb fur alle Versuche, die eine Spezifikation der Zellen in der S-Phase
bendtigten und fur Metaphasepraparate durch Zugabe von 1% Phytohdmagglutinin
72 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, stimuliert werden.
Phytohamagglutinin regt besonders die T-Zellen zur Proliferation an, welche nach
72h ca drei Zellzyklen durchlaufen haben und sich am Anfang der Mitose befinden.
Dies ist wichtig fur die Herstellung von Metaphasepraparate und 3D-FISH-Praparate.

Material:

o Akku Jet

e Brutschrank 37°C und 5% CO;
e Falcontube 15ml

e Falcontube 50ml

e Falcontube mit Filter (LeucoSEP) 50ml
e FCS

¢ Ficoll®-Plaque

e Heparin-Na

e Kulturflasche 250ml

e Pasteurpipetten

e Phytogemagglutinin

e Pipetten 10ml

e Pipette zum Absaugen

e RPMI

e Zentrifuge
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Methode:

1.
2.
3.

10.
11.

pro slide 0,5-1ml frisches, heparinisiertes Blut verwenden

Ficoll-Plaque auf Raumtemperatur erwarmen

15 ml Ficoll in LeucoSEP-Tube flllen und 30s bei 3000rpm zentrifugieren (Ficoll
muf} vollstandig mit Filter abschliel3en)

maximal 25ml Blut in das Tube flllen und 15min bei 2000rpm zentrifugieren
250ml-Kulturflasche mit 45ml RPMI + 20%FCS + 5ml Penicillin, Streptomicin
vorbereiten

0,4ml PHA hinzugeben (1% Endkonzentration)

buffy coat mit einer Pasteurpipette vorsichtig absaugen und in die Kulturflasche
uberfihren

72h bei 37°C und 5% CO; kultivieren

Zellen vorsichtig resuspendieren und in ein 50ml Falcontube Uberfuhren

10 min bei 1000rpm zentrifugieren

Uberstand abnehmen und Zellen in 50%FCS/RPMI resuspendieren (je nach
GroRe des Zellpellets wurden 3 bis 6ml Medium verwendet => ca 3x10°
Zellen/ml)

2.4.1.2 Humane Fibroblasten (HFb)

Hierbei handelt es sich um primare humane Fibroblasten, die einer Hautstanzung
entstammen (Klinikum Amsterdam, Niederlande). Die Spenderin ist eine gesunde
weibliche Person. Fibroblasten wachsen im Gegensatz zu Lymphoblasten adharent
und nicht in Losung.

24.2

Zellkultur

2.4.2.1 Ansetzen einer Zellkultur

Nach dem Auftauen der Zellen werden sie in Kulturflaschen mit frischem Medium
umgesetzt und im Inkubationsschrank kultiviert.
Material:

AkkuJet

Falconréhrchen, 15ml

FCS, 100ml

Inkubationsschrank 37°C / 5% CO,
Kulturflaschen, 50ml (25cm?)

Medium, je nach Zelltyp: = Fibroblasten: DMEM

» Lymphoblastoide Zellen: RPMI 1640 Medium

Pipetten, 10ml

Sterilbank
Streptomycin/Penicillin, Sml
Wasserbad 37°C
Zentrifuge
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Methode:
Alle Arbeitsschritte erfolgen unter der Sterilbank.
1. Medium herstellen: 500mI Medium
100mlI FCS
5ml Streptomycin/Penicillin
2. Medium auf 37°C vorwarmen
8ml Medium in ein 15ml Falconréhrchen geben
4. Zellen aus Kryorohrchen direkt nach dem Auftauen dazu geben und kurz
mischen
5. 10 Minuten bei 1000rpm abzentrifugieren
Uberstand abnehmen und Zellen in 10ml neuem Medium resuspendieren
7. Zellsuspension in 50ml-Kulturflasche Ubertragen und fur einige Tage im
Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO,wachsen lassen.
Adharente Zellen bilden einen konfluenten Monolayer aus, bei in Ldsung
wachsenden Zellen trubt sich das Medium.

w

o

2.4.2.2 Splitten einer Zellkultur

2.4.2.21 In Losung wachsende Zellen

Ist das Medium der Zellen verbraucht, mul man diese splitten, das heifl3t, man
verteilt sie auf mehrere Kulturflaschen.

Material:

e AkkuJet

e Bunsenbrenner

¢ Inkubationschrank 37°C / 5% CO»
e Kulturflaschen 50ml

e Pipetten 10mi

e RPMI-Komplettmedium

e Wasserbad 37°C

Methode:
Alle Arbeitsschritte erfolgen unter der Sterilbank.
1. Medium auf 37°C vorwarmen
2. 15ml neues Medium in frische Kulturflasche geben
3. Zellen resuspendieren und 10ml der Zellsuspension in frische Kulturflasche
geben
4. ca. 10 ml frisches Medium in ,alte* Kulturflasche geben
5. Zellen im Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO, wachsen lassen

47



Material und Methoden

2.4.2.2.2 Adharent wachsende Zellen

Adharent wachsende Zellen muf man vor dem Splitten mit dem proteolytischen
Enzym Trypsin von der Oberflache der Kulturflasche ablésen. Am
Phasenkontrastmikroskop wird das Wachstum der Zellen verfolgt und sobald sich
abgestorbene Zellen in Losung befinden, wird das Medium gewechselt.

Material:

e Absaugvorrichtung mit Glaspipette
o AkkuJet

e DMEM

e Inkubationsschrank 37°C / 5% CO»
e Kulturflaschen

e 1xPBS steril

e Phasenkontrastmikroskop

e Pipetten 2ml/ 10ml / 25ml

e Sterilbank

e Trypsin

o Wasserbad 37°C

Methode:

Alle Arbeitsschritte erfolgen unter der Sterilbank.

DMEM auf 37°C vorwarmen

verbrauchtes Medium aus Kulturflasche entfernen

Fibroblasten mit 1xPBS spulen (Medium komplexiert Trypsin)

2ml  Trypsin zugeben und Kulturflasche fur einige Minuten in den

Inkubationsschrank geben

5. Am Phasenkontrastmikroskop Uberprufen, ob sich die Zellen abgel6st haben,
wenn notig, Ablosen durch Klopfen an die Flasche beschleunigen

6. Zellen in 4ml neuem Medium aufnehmen um die Aktivitat von Trypsin zu
stoppen und resuspendieren

7. 9ml frisches Medium in neue Kulturflasche geben

8. 1ml der Zellsuspension dazu geben und im Inkubationsschrank bei 37°C und
5% CO; kultivieren

N~
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2.5 Herstellung von Metaphasepréparaten
2.5.1 Eixierung der Zellen

Bei der 2D-Fluoreszenz-InSitu-Hybridisierung bendtigt man gespreitete Metaphasen-
Chromosomen, die auf Objekttragern fixiert sind. Um diese herzustellen braucht man
proliferierende Zellen, die sich in der Mitose befinden.

Dazu wurden in dieser Arbeit humane Lymphozyten stimuliert (siehe 2.4.1.1).

Um die Zellen in der Mitose zu arretieren, werden sie flir 40 Minuten mit Colcemid
behandelt, ein Spindelgift, welches die Ausbildung des Spindelapparates hemmt.
Dadurch kommt es zu einer Anhaufung von mitotischen Zellen mit kondensiertem
Chromatin und aufgeloster Zellmembran.

AnschlielRend werden die Zellen abzentrifugiert und einer hypotonen Behandlung mit
0,6 M KCI unterzogen. Sie werden langsam resuspendiert und schwellen durch
Osmose leicht an. Dadurch soll sichergestellt werden, dal® sie beim spateren
Auftropfen auf die Objekttrager platzen und die Metaphasechromosomen gespreitet
werden. Nun mussen die Zellen mit Fixativ (3:1 Methanol/Eisessig) fixiert werden.
Durch die extreme pH-Wert-Senkung werden chromosomale Proteine zum Tell
extrahiert, wodurch die DNA fur FISH-Sonden zuganglicher wird. Methanol schutzt
die DNA vor einer Hydrierungsreaktion mit dem Acetat. Nach mehrmaliger
Fixativzugabe mit anschlieendem Abzentrifugieren werden die Zellen in Fixativ
aufgenommen und kénnen nun auf die Objekttrager aufgetropft werden und die
Qualitat unter dem Phasenkontrastmikroskop Uberprift werden.

Material:

e 0,45%ige KCI-Losung, vorgewarmt auf 37°C
e AkkulJet

e Abzug

e Colcemid (10ug/ml)

e Falconréhrchen 15ml/50ml

e Fixativ (3:1 Methanol/Eisessig)

e Inkubationsschrank 37°C / 5% CO»

e Pipetten
¢ Plastikeinmalpipetten
e \Vortexer

e Zentrifuge

Methode:

1. Colcemidbehandlung

e 0,5 ml Colcemid zugeben, gut mischen und flr 40min im Inkubationsschrank bei
37°C und 5% CO; inkubieren
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Hypotone Behandlung
Medium mit Zellen in ein 50ml-Falconréhrchen Uberfuhren
10 min bei 1000 rpm abzentrifugieren und Uberstand bis auf 5 ml abnehmen
Zellen resuspendieren und leicht mischen
Tropfenweise 10 ml der 0,45%igen KCI-L6sung zugeben, wahrenddessen auf
dem Vortexer mischen
Auffullen mit 0,45%iger KCI-Losung auf 45 ml
Inkubation bei 37°C fur 15 — 20 min
Fixierung (unter dem Abzug)
Abzentrifugieren der Zellen im hypotonen Medium fir 10 min bei 1000 rpm,
Uberstand bis auf 5ml abnehmen
Zellen resuspendieren und kurz vortexen
Tropfenweise 10 ml Fixativ zugeben, wahrenddessen auf dem Vortexer mischen
Auffallen mit Fixativ auf 30 ml
10 min zentrifugieren bei 1000 rpm, Uberstand bis auf 5ml abnehmen
Zellen resuspendieren und leicht mischen
Wiederholen der Fixierungsschritte: 2 mal
Uberfiihren der Zellsuspension in ein 15 ml Falconréhrchen
Wiederholen der Fixierungsschritte: bis zu 8 mal

2.5.2 Auftropfen der Zellen (Deng-Methode)

Die Zellen werden nun auf trockene Objekttrager aufgetropft und in eine Metallbox
gegeben. Um eine mdglichst gute Spreitung der Metaphasen zu erreichen gibt man
die Metallbox ohne Deckel in ein Wasserbad mit 50°C. Durch diesen
Temperaturunterschied und die hohe Luftfeuchtigkeit werden die Metaphasen
gespreitet (Deng, Tsao et al. 2003).

Material:

11x13 cm Metalbox

Phasenkontrastmikroskop

Plastikpipette

Saubere Objekttrager

Wasserbad 50°C mit 3cm Abstand zwischen Wasseroberflache und Deckel

Methode:

1.

2.
3.
4

Objekttrager in Metalbox geben

Zellsuspension aus ca 1 cm Hohe auf den Objekttrager auftropfen
Metallbox ins Wasserbad geben

Wasserbad schnell schlief3en
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5. nach ca 1 min Objekttrager herausnehmen und unter dem
Phasenkontrastmikroskop die Spreitung und Dichte der Metaphasen uberpriufen

2.5.3 Pepsinieren und Alterung von Metaphase-Praparaten

Um bei der 2D-FISH gute Ergebnisse zu erzielen, missen die Metaphase-Praparate
von Cytoplasmaresten befreit werden. Hierzu inkubiert man die Praparate mit
Pepsin. AnschlieRend werden sie durch eine steigende Ethanolreihe von Fixativ- und
Pepsinresten befreit. Um eine schnellere Alterung der Metaphasen zu erreichen,
werden sie fur 2-3 Stunden bei 60°C gebacken.

Material:

e 0,01M HCI, vorgewarmt auf 37°C
e  Ethanol 70%/90%/100%ig

e Ofen60°C

. 1xPBS

o Pepsinstocklésung 10%ig

e  Wasserbad 37°C

Methode:

1. in 100ml der 0.01M HCI 50pl Pepsin geben

2. Objekttrager 10 min bei 37°C in Pepsin-Losung inkubieren

3. Objekttrager 10 min in 70%igen Ethanol stellen, dann in 90%igen und
anschlieBend durch 100%igen Ethanol ziehen und bei Raumtemperatur
trocknen lassen

4. Backen der Praparate bei 60°C fur 2-3 Stunden

Nun konnen die Praparate fur mehrere Monate bei —20°C in einer trockenen Box

aufbewahrt werden.

2.6 FEixierung der Zellen fir die 3D-Fluoreszenz in__Situ
Hybridisierung

Far die 3D-FISH mussen die Zellen moglichst schonend auf Objekttrager fixiert
werden, um die naturliche Anordnung im Zellkern nicht zu beeinflussen.
Je nach Zelltyp werden unterschiedliche Methoden angewandt.
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2.6.1 Ki67-Detektion

Um Zellen in der Gy-Phase eindeutig zu bestimmen, wurde das Kernprotein pKi67,
das nur in zyklierenden Zellen vorhanden ist, immunocytochemisch nachgewiesen.
Zellen in der GO-Phase sind Ki67-negativ (siehe Abschnitt 3.3).

2.6.2 Inlosung wachsende Zellen

In Lésung wachsende Zellen missen auf mit Polylysin beschichtete Deckglaser
aufgetragen werden, damit sie haften bleiben. Anschlielliend werden die Zellen einer
hypotonen Behandlung mit 0,3x PBS unterzogen, um eine Schrumpfung der
Zellkerne wahrend der 3D-FISH zu kompensieren. Die eigentliche Fixierung erfolgt
mit 4% Paraformaldehyd. Durch die nachfolgenden Schritte werden die Kerne fur
Sonden-DNA und Antikorper zuganglicher gemacht. Das TritonX-100 permeabilisiert
die Kernmembran, indem es Transmembranproteine und Phospholipide herauslost.
Es bindet an membrandurchdringende Segmente des Proteins und bringt es in
Ldsung (Alberts 2002). Durch Inkubation in Glycerin werden die Lipide der Membran
angegriffen. Danach werden die Praparate mehrfach in flissigem Stickstoff gefroren
und wieder aufgetaut. Zum Schlu® denaturiert man die Praparate mit 0,1N HCI,
wobei weitere storende Proteine entfernt werden. Aufbewahrt und gealtert werden
die Praparate in 50% Formamid / 2x SSC (Solovei, Cavallo et al. 2002).

Material:

e  AkkuJet

o BrdU 50mM

e  Deckglaser 26 x 76mm (ein Ende mit FluRsaure geatzt)

o Ethanol/Ether

o Falconrohrchen 50ml

e  50% Formamid in 2x SSC

o Glasklvetten

e  20% Glycerinin 1x PBS

e 0,AN HCI

o H2O bidest

o Inkubationsschrank 37°C / 5% CO;

. 4% Paraformaldehyd in 0,3x PBS

e 0,3xPBS

o 1x PBS

o Phasenkontrastmikroskop
o Pipetten

o Polylysin-Hydrobromid (1mg/ml)
e  Quadriperm

e RPMI +50%FCS (37°C)

° 2x SSC
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Stickstoff, flussig
0,05 TritonX-100 in 1x PBS
0,5 TritonX-100 in 1x PBS

Methode:

1.
2.

10.
11.
12.

13.
14.
15.

16.

17.
18.

19.
20.
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geatzte Deckglaser aus Ethanol/Ether nehmen und trocknen

1,5 cm vom unteren Rand entfernt 300ul Polylysin auftragen und 1 Stunde bei
RT inkubieren

kurz in H,O bidest spllen, aufrecht hinstellen und lufttrocknen lassen

20ul BrdU-Lésung pro 10ml Zellsuspension dazugeben und 20min bei 37°C
inkubieren

Zellen aus Kulturflasche in ein 50ml Falconréhrchen geben und 10min bei
1000rpm zentrifugieren

Uberstand abnehmen und Pellet in 2ml (je nach PelletgréRe auch mehr oder
weniger) RPMI + 50% FCS resuspendieren

300ul der Zellsuspension auf die mit Polylysin behandelte Flache geben

40min in den Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO, geben und
anschliefend unter dem Phasenkontrastmikroskop prufen, ob die Zellen sich
abgesetzt haben

Zellsuspension abtropfen lassen

Deckglaser 3x kurz in 1x PBS schwenken und in letzter Kivette sortieren

exakt eine Minute in 0,3x PBS geben

10min in 4% Paraformaldehyd in 0,3x PBS fixieren und wahrend der letzten
2min 0,5% TritonX-100 in 1x PBS auftropfen (verhindert das Austrocknen der
Zellen)

3 x 5min in 0,05% TritonX-100-L6sung waschen

20 min in 0,5% TritonX-100-LAésung bei RT inkubieren

Deckglaser direkt in 20% Glycerin in 1x PBS Uberfihren und mindestens 30 min
bei RT stehen lassen (am besten Uber Nacht)

Gefrieren in flissigem Stickstoff = auftauen lassen = in 20% Glycerin tauchen
= 4x wiederholen

3 x 5 min in 0,05% TritonX-100-L6sung waschen

Klvette kurz mit 0,1N HCI ausspulen und anschlieRend exakt 5 min bei RT in
0,1 N HCI stehen lassen

zweimal kurz mit 2x SSC waschen

in 50% Formamid in 2x SSC fur mindestens 30 min stehen lassen (besser
mehere Tage)
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2.6.3 Adharent wachsende Zellen

Adharent wachsende Zellen mussen nicht Uber Polylysin auf die Deckglaser
aufgebracht werden. Man kann sie direkt darauf kultivieren, bis sie konfluent
gewachsen sind. Eine hypotone Behandlung ist aufgrund ihrer ellipsoiden, flachen
Form unnotig. Man kann sie deshalb direkt mit 4% Paraformaldehyd in 1x PBS
fixieren. Die restlichen Schritte erfolgen analog der Fixierung von in Ld&sung
wachsenden Zellen.

Material:

e  Akkudet

e 76 x 26 Deckglaser

e BrdU 50mM

e DMEM

o Inkubationsschrank 37°C / 5% CO3

° Phasenkontrastmikroskop

. Pipetten
e  Quadriperms
o Sterilbank

. Wasserbad 37°C

Methode:
Die Kultivierung der Zellen erfolgt wie in 2.4.2 beschrieben wurde. Nach dem
Ablosen mit Trypsin werden die Zellen mit frischem DMEM aufgenommen, auf
Deckglaser gegeben und wachsen gelassen.
Abgeldste Zellen mit DMEM aufnehmen (= 3ml pro Deckglas)
gut mischen
Deckglaser in Quadriperms geben und mit 3ml DMEM beschichten
3ml der Zellsuspension dazugeben
Inkubation bei 37°C und 5% CO»
Medium wechseln:
e Medium absaugen
e 2x mit 1x PBS waschen
e 4ml neues Medium auftragen
7. 40 min vor dem Fixieren BrdU hinzugeben: 20 pl / 10ml Medium
8. Zellen fixieren wie in 2.4.2 ab Schritt 9 beschrieben

o0k wWwNhN =
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2.7 Sonden

Die paint-Sonden flr das humane X-Chromosom waren bereits im Labor etabliert
und mussten nicht extra amplifiziert werden. Die verwendeten BAC-Sonden, die das
gesamte humane X-Chromosom umfassen wurden von Rogier Versteeg (AMC
Amsterdam) ausgewahlt, die DNA mittels BAC-MiniPrep gewonnen, und im Rahmen
des EU-Projekts 3DGenome freundlicherweise zur Verfigung gestellt.

2.7.1 Bestimmung der Eigenschaften der BAC-Klone

Um die BACs hinsichtlich ihrer enthaltenen Gene und somit ihrem Expressionslevel
sowie der Gendichte und der Bandenzugehorigkeit zuordnen zu koénnen, muss
zunachst eine Datenbankrecherche durchgefuhrt werden. In dieser Arbeit wurden die
Datenbanken UCSC (http://genome.ucsc.edu/) und NCBI
(http://www.ncbi.nlim.nih.gov/) verwendet um die BACs zu lokalisieren, die
enthaltenen Gene zu bestimmen und die Gendichteumgebung zu definieren. Das
Expressionslevel der Gene auf den BACs wurde anhand eines Affymetrixchips, der
freundlicherweise von Prof. Dr. Michael Speicher zur Verflgung gestellt wurde
ermittelt (http://www.affymetrix.com/index.affx).

Alle in dieser Arbeit verwendeten BAC-Klone und ihre Eigenschaften sind in einer
Tabelle im Anhang aufgelistet.

2.7.1.1 Bestimmung der Lokalisation der BACs anhand UCSC

Auf der Startseite von UCSC wird zunachst die Option ,Genome Browser”
ausgewahlt. In dem sich o6ffnendem Fenster (siehe Abb.11) gibt man nun die
gewunschte Spezies und die Bezeichnung des gesuchten BAC-Klons ein.

clade genotne assembly posttion ot search term image width
\Vertebrate v |/Human v |[Mar. 2006 v |[RP11-268019 620

Click here to reset the browser user nterface settings to their defaults.

| add custom tracks | | configure tracks and display | [ clear position |

Abbildung 11: Startseite UCSC (http://genome.ucsc.edu/)

Nach Drucken des ,Submit“-Buttons erscheint ein neues Fenster (siehe Abb.12) mit
Information zu dem gesuchten BAC-Klon.
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Abbildung 12: UCSC-Suchergebnis-Darstellung

Man notiert sich nun die genauen Basenpaar-Start- und Endpunkte des BAC-Klons.

2.7.1.2 Bestimmung der Eigenschaften der BAC-Klone

2.7.1.2.1 Enthaltene Gene und deren Expressionsprofil

Auf der Startseite von NCBI wahlt man zunachst die Funktion ,Map Viewer‘ und
anschlieRend die gewinschte Spezies, in diesem Fall Homo sapiens, und das
gewiinschte Chromosom, hier das X aus. Nun erhalt man eine Ubersicht (iber das
gesamte Chromosom. Anhand der Funktion ,Maps & Options® kann man nun
wahlen, was angezeigt werden soll. In diesem Fall wurde die Option ,,Gene" gewahlt.
AnschlieBend gibt man bei ,Region shown® die zuvor bei UCSC erhaltenen
Basenpaar-Start- und Endpunkte ein, und bekommt nun genau diesen Bereich mit
allen enthaltenen Genen angezeigt (siehe Abb.13). Diese werden ebenfalls in einer
Liste notiert.
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Abbildung 13: NCBI-Suchergebnis-Darstellung

Um nun das Expressionsprofil eines Gens in einer bestimmten Zelllinie zu
bestimmen, braucht man die Daten eines Expressionsprofils, welche
freundlicherweise von Prof. Dr. Michael Speicher zur Verfligung gestellt wurden.
Erstellt wurde dieses Expressionsprofils anhand des GeneChips U133A der Firma
Affymetrix. Auf der Homepage http://www.affymetrix.com/index.affx wahlt man
zunachst ,Netaffx und anschlieBend ,Netaffx Analysis Center®, woflr eine
Registrierung auf der Homepage notwendig ist. Nun kann man wahlen, welche
Informationen man erhalten méchte. Man wahlt unter dem Punkt ,Expression®
,>earch all available information in the database for a particular term or identifier” aus
und klickt auf “Begin”. In der nun erscheinenden Suchmaske wird zunachst der
gewulnschte Chip ausgewahlt und das gesuchte Gen eingegeben.

Nach erfolgreicher Suche bekommt man nun eine Probe Set ID-Nummer, die man
nun in den Datentabellen des Expressionsprofils sucht und somit Intensitatswerte fur
die jeweilige Expression in der bestimmten Zelllinie bekommt.

2.7.1.2.2 Gendichteumgebung der BAC-Klone

Um die Gendichte in der Umgebung der BACs zu ermitteln wurde die Datenbank
NCBI verwendet. Auf der Startseite der Homepage wahlt man zunachst den ,Map
Viewer® aus und anschlielend den gewlinschten Organismus, in diesem Fall Homo
sapiens. Nun erreicht man eine Seite, auf der alle menschlichen Chromosomen
aufgelistet sind. Hier wahlt man das gewlnschte Chromosom durch Mausklick aus
und erhalt dadurch eine Ubersicht liber das gesamte Chromosom. Jetzt berechnet
man anhand der vorher gesuchten Position des jeweiligen BAC-Klons den
Mittelpunkt und addiert bzw. subtrahiert 1 Mb (fur das 2 Mb-Gendichtefenster) oder 5
Mb (fir das 10 Mb-Gendichtefenster) und gibt die jeweiligen Werte in das
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Suchfenster ein. Nun erhalt man eine Liste unter dem Punkt ,Genes on Sequence,
die alle in diesem Bereich enthaltenen Gene aufzeigt.

2.7.2 Amplifikation der Sonden-DNA

Die Sonden-DNA liegt meist nur in einer geringen Menge vor und mul} deshalb
vervielfaltigt werden. Dies lasst sich mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
erreichen. Sie eignet sich besonders um kurze Genomabschnitte zu amplifizieren.
Das grundlegende Prinzip der PCR-Methode ist die vielfache Wiederholung eines
Teilschritts, bei der eine Kopie der beiden ursprunglichen DNA-Einzelstrange
synthetisiert wird. Da jeder Reaktionsschritt neue identische Matrizen-DNA erzeugt,
steigt die Kopienzahl entsprechend einer Kettenreaktion exponentiell an.

Die Reaktion beginnt mit einem DNA-Strang, der bei 94°C denaturiert wird. Schon
vor der Denaturierung gibt man zwei Oligonukleotide (Primer) hinzu, deren Sequenz
so gewahlt wird, dald der eine Primer an den einen DNA-Strang hybridisiert und der
andere antiparallel an den anderen. Sie mussen das zu amplifizierende DNA-Stuck
eingrenzen. Nach der Denaturierung wird der Reaktionsansatz abgekihlt und die
Primer koénnen binden (Annealing). Durch die Zugabe von Tag-Polymerase
(Temperaturoptimum zwischen 72°C und 80°C) und allen vier dNTPs findet eine
Primerverlangerung statt. Nun liegen insgesamt zwei partiell doppelstrangige DNA-
Strange vor. Dieser Vorgang wird mehrere Male wiederholt und somit steigt die
Anzahl der neusynthetisierten DNA-Strange exponentiell an. Nach 25 Zyklen waren
das zum Beispiel 4x10° Kopien.

Die Lange und Konzentration der Amplifikate kann in einem 1%igen Agarose-Gel
bestimmt werden, auf das man neben der Sonden-DNA auch einen Langenmarker in
einer bestimmten DNA-Konzentration auftragt. Hier wurde jeweils 1ug
Lambda/HindllI-Marker verwendet. Das Restriktionsenzym Hindlll erzeugt Lambda-
Fragmente definierter Lange, die im Gel bestimmte Banden ergeben.

2.7.2.1 Amplifikation tber DOP-PCR

Bei der DOP-PCR braucht man keine spezifischen Primer, da von der zu
amplifizierenden DNA nur das gewtlinschte Stlick vorliegt. Die DOP-PCR-Primer sind
partiell degenerierte Oligonukleotid-Primer, deren Sequenzen nur am 3'- und 5'-
Ende Ubereinstimmen. Dazwischen sind zufallige Nukleotidabfolgen eingebaut, die
bei niedriger Stringenz an moglichst viele Sequenzkombinationen binden kdnnen.
Dabei kommt es anfangs allerdings zu einem mismatch von Basenpaaren, was aber
toleriert wird. Spater wird mit hoher Stringenz fortgefahren. Fir dieses
Primerannealing sind nun die spezifischen Enden der Primer wichtig. Die Temperatur
wird wahrend dieser Phase so stark erhoht, dass nur eine exakte Bindung des
Primers an den Primer des vorherigen Zyklus erhalten bleibt.
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Diese Methode der DNA-Amplifikation wurde fur alle paint-Sonden verwendet.
In dieser Arbeit wurde der 6MW-DOP-Primer der Firma Biotech GmbH verwendet. Er

beeinhaltet folgende Sequenz:

5° CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 3 (N= zufillige Nukleotidabfolge)

Material:

e DNA

e  dNTP-Mix (je 5mM dATP / dCTP / dGTP und 2mM dTTP)
o Eppendorf-Tube 0,5ml

. H-O bidest
e  6MW-Primer (17uM)
° Puffer 10x

e Tag-Polymerase (2,5U/ul)
o Thermocycler
Methode:
1. Reaktionsgemisch in Eppendorf-Tube ansetzen:
e 10 pl Puffer
e 10 pl BMW-Primer
e 4 ul ANTP-Mix
e 74 pl H20 bidest
° 1 |J| DNA
e 1 ul Tag-Polymerase
2. Eppendorf-Tube in Thermocycler geben
3. PCR nach folgendem Programm laufen lassen:

Programm |Zyklen Schritt Temperatur |Dauer
#1 1 Start-Denaturierung 96°C 3min
#10 8 Denaturierung 94°C 1min
Primer-Annealing 30°C 90s
Extension 72°C 2min
#11 35 Denaturierung 94°C 1min
Primer-Annealing 56°C 1min
Extension 72°C 2min
#4 1 Schlul-Extension 72°C 5min

4. Fragmentlange auf 1%igem Agarose-Gel Uberprifen

Die erhaltenen Amplifikate kdnnen
vervielfaltigt werden. Die niederstringenten Zyklen konnen hierfur weggelassen
werden, da die Oligonukleotid-Primer schon an den Enden gebunden haben.
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2.7.2.2 Amplifikation tber GenomiPhi (Whole Genome Amplification)
GenomiPhi ist eine neuartige Methode, um

.+e+ dNTPs 4 . DNA zu amplifizieren. Sie basiert auf einer

maomw  fkon bestimmten DNA-Polymerase, die aus dem

Bacillus subtilis Phagen Phi29 gewonnen
wird. Sie amplifiziert DNA exponentiell durch
eine isotherme strand displacement-
Reaktion und ist zudem noch sehr akkurat,
da sie Uber eine proofreading-Aktivitat
verfugt (Dean, Nelson et al. 2001).
Nachdem Random hexamer-Primer an
verschiedene Stellen der Ausgangs-DNA

Abbildung  14:  Funktionsweise ~ von  bjnden, kann die Phi29 DNA-Polymerase die
GenomiPhi (aus www1.gelifesciences.com) ) . ) )
Replikation an diesen verschiedenen Stellen
der Ausgangs-DNA gleichzeitig initiieren,
wodurch strangabwarts neue einzelstrangige DNA synthetisiert wird, an diese wieder
random hexamer-Primer binden konnen (siehe Abb.14). So wird aus einer geringen
Menge Ausgangs-DNA (< 1ug) eine grolde Menge DNA synthetisiert (4-7 pQg).
Diese Methode der DNA-Amplifikation wurde bei allen BACs und BAC-Pools
verwendet.
Hierfur wurden pro BAC 3ul der Original-DNA (DNA-Konzentration ca 80ng/ul) in den
Pool gegeben (maximale BAC-Anzahl:15) und die resultierende Menge von 45yl
DNA anschlieRend auf ca 5ul eingedampft. Davon wurde nun 1ul in die GenomiPhi-
Reaktion eingesetzt.
Material:
. DNA (<1 ug)
o GenomiPhi Amplification Kit (enthalt GenomiPhi Sample Buffer, GenomiPhi
Reaction Buffer, GenomiPhi Enzyme Mix)
. Eis
o PCR-Maschine
o PCR-Tubes (0.5 ml)
o 1%iges Agarosegel

Methode:

1. 1 pl DNA zusammen mit 9 yl GenomiPhi Sample Buffer in ein PCR-Tube
pipettieren (steril arbeiten!)

2. 3 min bei 95°C in der PCR-Maschine denaturieren und anschlielend auf Eis
abkuhlen lassen

3. zugig 9 uyl GenomiPhi Reaction Buffer und 1 yl GenomiPhi Enzyme Mix
dazupipettieren

4. 16 — 18 h bei 30°C in der PCR-Maschine inkubieren
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5. 10 min bei 65°C inkubieren, um die Phi29 Polymerase zu inaktivieren
6. Fragmentlange auf einem 1%igen Agarosegel Uberprufen (siehe Abb.15)

Abbildung 15: Gelbild nach einer
GenomiPhi-Reaktion

Spur 1: A-Marker, Spur 2-12: BAC-
Pools nach GenomiPhiamplifikation

2.7.3 Markierung der Sonden-DNA

Damit man die Sonden-DNA nach ihrer Hybridisierung an die Ziel-DNA von dieser
unterscheiden kann, muf3 man sie vorher markieren. Dazu gibt es zwei
Mdglichkeiten. Entweder man markiert die Sonden durch direkten Einbau von
fluorochromgekoppelten dUTPs oder durch den Einbau von Haptenen, die an das
Thymidinanalogon binden und dann mit Hilfe von Antikdrpern nachgewiesen werden
konnen. Um in Interphasekerne eindringen zu kdnnen, sollte die Sonde eine Lange
zwischen 300 bp und 700 bp haben. Dies kann man nach der Markierung auf einem
1%igen Agarosegel nachprifen. Ist die Sonde zu lang, wird sie mit DNasel
nachverdaut.

2.7.3.1 Markierung durch DOP-PCR

Mit Hilfe dieser Label-DOP-PCR kann man Amplifikate, die zuvor durch DOP-PCR
amplifiziert wurden mit Haptenen wie Biotin, Digoxigenin und DNP oder
Fluorochromen wie FITC, TAMRA, TexasRed, Cy5 oder Cy3 markieren. Diese liegen
im Reaktionsgemisch in Form von veranderten dUTPs vor und werden statt Thymidin
in die DNA eingebaut. Das PCR-Programm ist im Wesentlichen das Gleiche wie bei
der DOP-PCR, allerdings mit kurzerer Primerextension, damit kleinere Amplifikate
von weniger als 1000 bp Lange entstehen. Aul3erdem werden die Sonden hierbei
nicht nur markiert sondern auch verlangert. Man kann also auch eine sehr geringe
Menge an Sonden-DNA markieren.

Diese Methode der DNA-Markierung wurde bei den paint-Sonden fir das humane X-
Chromosom angewendet, die vorher durch DOP-PCR amplifiziert wurden.

Material:

e DNA

e  dNTP-Mix (je 5 mM)

e dUTP, modifiziert

o Eppendorf-Tube 0,5ml

. H>O bidest
e  6MW-Primer (17uM)
° Puffer 10x
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e Tag-Polymerase (2,5U/ul)
e  Thermocycler

Methode:

1. Reaktionsgemisch in Eppendorf-Tube ansetzen:
e 10 pl Puffer
e 10 pl BMW-Primer
e 4 ul dNTP-Mix

4 ul des modifizierten dUTPs
70 pl H20 bidest

1 ul DNA

1 ul Tag-Polymerase

2. Eppendorf-Tube in Thermocycler geben

3. PCR nach folgendem Programm laufen lassen:

Programm |Zyklen Schritt Temperatur |Dauer
#1 1 Start-Denaturierung 96°C 3min
#14 35 Denaturierung 94°C 1min
Primer-Annealing 56°C 1min
Extension 72°C 30sec
#4 1 Schlu3-Extension 72°C 5min

4. Fragmentlange auf 1%igem Agarose-Gel Uberprufen

2.7.3.2 Markierung durch Nicktranslation

Die zweite Moglichkeit, DNA zu markieren, ist die Nicktranslation. Diese Methode ist
besonders dazu geeignet, kleine DNA-Sonden, wie Plasmide und Cosmide zu
markieren. Hierbei wird die DNA mit einer begrenzten Menge der Endonuclease
DNasel inkubiert. Diese bewirkt Einzelstrangbriche, sogenannte ,nicks” in der DNA.
Auch kommt es zu Doppelstrangbrichen, wodurch sich die Lange der DNA-
Fragmente verkurzt. Das Enzym DNA-Polymerasel erkennt nun freie 5'-Enden an
den nicks und hydrolysiert von diesen ausgehend, aufgrund seiner Exonuclease-
Aktivitat den Einzelstrang in 3'-Richtung. Die Polymeraseaktivitat dieses Enzyms
verlangert den Einzelstrang mit den zugegebenen dNTPs und den modifizierten
dUTPs an der 3'-Seite komplementar zum verbliebenen Strang. Die Reaktion muf}
nach 90 Minuten rechtzeitig gestoppt werden, da sonst zu viele Doppelstrangbriche
entstehen und die Fragmente zu klein werden wurden.

Hierbei wird die DNA, im Gegensatz zur Label-DOP-PCR nicht gleichzeitig
amplifiziert.

Diese Methode der DNA-Markierung wurde bei allen BACs und BAC-Pools, die zuvor
mit GenomiPhi amplifiziert wurden, angewendet.
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Material:
o DNasel (1:250 verdunnt mit H,O bidest)
e  dNTP-Mix
o Eppendorf-Tubes 1,5ml
° Hapten- bzw. Fluorochrom-modifiziertes dUTP
o H20 bidest
o B-Mercaptoethanol (0,1M)
o 10x NT-Puffer
o Polymerasel
e  Stopmixtur
e Wasserbad 15°C
Methode:
1. Reaktionsgemisch auf Eis ansetzen:
e x ul DNA (2 pg auf 100pl Ansatz)
e 10 pl NT-Puffer
e 10l 0,1 M B-Mercaptoethanol
e 10 pl ANTP-Mix
e 2 ul des modifizierten dUTPs
e 2yl DNasel
e 2 pl Polymerasel
= ad 100 pl H20 bidest
2. 90 min bei 15°C im Wasserbad verdauen lassen
3. Reaktionen auf Eis stellen, um den Verdau zu stoppen
4. Lange der Fragmente auf 1%igem Agarose-Gel testen (siehe Abb.16)
5. falls Fragmente zu lang = Nachverdau 20 min bei RT mit 1 yl DNasel (1:250)
verdunnt mit H,O bidest
6. Lange der Fragmente auf 1%igem Agarose-Gel testen (siehe Abb.17)
7. Reaktion stoppen durch Zugabe des gleichen Volumens an Stopmixtur
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Abbildung 16: Gelfoto
nach Nicktranslation
Prinzip: 5g Agarose in 500ml
TAE-Puffer in  Mikrowelle
kochen, bis Ldsung klar ist,
etwas abklhlen lassen, in
Gelkammer mit Kammen
gieBen, ausharten lassen,
Kamme entfernen,
Gelkammer mit TAE-Puffer
auffillen, Marker und
Proben in Taschen
auftragen. Elektrische
Auftrennung der Fragmente
bei 120V bis Farbbande ca
2/3 der Strecke gelaufen ist.
Farbung mit Ethidiumbromid
15min, Waschen in H,0
10min.  AnschlieBend in
Transilluminator ein Foto
aufnehmen

Spur1: Langenmarker
Spur2/3: Produkte der
Nicktranslation

Abbildung 17:

Gelfoto nach
Verdau

Spur 1:
Langenmarker
Spur 2/3: Verdau
der durch

Nicktranslation
markierten DNAs
aus Abb.2.1
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2.7.3.3 Ethanolfallung fur FISH

Bevor die markierte Sonden-DNA hybridisiert werden kann, reinigt man sie durch
eine Ethanolfallung auf. Salmon Sperm DNA dient fur eine bessere Ausfallung, da
sie eine reine Trager-DNA ist. Nach dem Ausfallen wird die DNA abzentrifugiert, im
Vakuum getrocknet und das Pellet in Formamid resuspendiert. Dadurch sinkt die
Denaturierungstemperatur. Um das Volumen zu vergroRern ohne die DNA-
Konzentration zu verandern, gibt man Dextransulfat hinzu.

Material:
° Bluestain
. Cot-1-DNA

o Ethanol (100%)

o Formamid (100%)

e  Gefrierschrank —20°C

e  Mastermix (20% Dextransulfat in 2x SSC)

e  Salmon Sperm DNA

o markierte Sonden DNA (in 10 pl Hybridisierungsmix ~ 250 ng DNA)
e  Thermoschittler 42°C

e  Vakuumzentrifuge

e  Zentrifuge

Methode:

1. markierte Sonden-DNA je nach Konzentration zugeben

2. Cot1-DNA zur Abséattigung repetitiver Sequenzen in 20 — 50fachem Uberschuf
zugeben

2 ul Salmon Sperm DNA zugeben

eventuell 1 pl Bluestain hinzugeben, um Pellet leichter sichtbar zu machen
2,5fache Menge an 100% Ethanol hinzugeben ([Sonden+SS+Cot1]x2,5)

fur mindestens 30min bei —20°C in den Gefrierschrank geben (Fallung)

20min bei 13000rpm zentrifugieren und Uberstand vorsichtig abnehmen

Pellet in Vakuumzentrifuge trocknen lassen

5 uI Formamid hinzugeben und auf dem Thermoschuttler bei 42°C
resuspendieren (groRe BAC-Pools tUber Nacht resuspendieren)

10. 5 pl Mastermix hinzugeben und vortexen

© ® N OAO®

Fertige Hybridisierungsmixe kénnen bei —20°C im Gefrierschrank mehrere Monate
gelagert werden.
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2.8 FEluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
2.8.1 Prinzip

Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung macht man sich die Eigenschaft
einzelstrangiger DNA, sich mit ihrem komplementaren Gegenstrang zu binden, zu
nutze. Der komplementare Gegenstrang (Sonde) ist mit Fluorochromen oder
Haptenen markiert. Somit kann man eine spezielle Ziel-DNA nachweisen. Damit
gelingt es, ,...auch kleinste Chromosomenabschnitte bis hin zu einzelnen Genen in
der Metaphase und im Interphasekern spezifisch zu markieren (Murken 1996).

Die Sonden-DNA kann aus gesamtgenomischer DNA gewonnen werden oder aus
Bakterien, die einen Vektor mit einem speziellen DNA-Teilstliick enthalten, isoliert
werden. AnschlieBend muss sie mittels Label-DOP-PCR oder Nicktranslation
markiert werden (Prinzip siehe 2.7.3.1 /2.7.3.2), durch Ethanolfallung aufgereinigt
und in einem Hybridisierungsmix geldst werden (siehe 2.7.3.3).

Bevor die Sonde an die Ziel-DNA binden kann, missen beide durch Erhitzen
denaturiert werden. AnschlieRend wird das Praparat bei 37°C einige Zeit inkubiert,
damit die beiden DNA-Strange aneinander binden kdnnen.

Um unspezifische Bindungen zu entfernen, wascht man das Praparat unter
stringenten Bedingungen mit 0,1x SSC bei 62°C. Somit erreicht man, dass nur die
gewulnschten Bereiche der DNA angefarbt werden. Direkt markierte Sonden kann
man gleich unter dem Epifluoreszenzmikroskop Uberprtfen, indirekt durch Haptene
markierte Sonden mussen erst durch Antikérper, die mit Fluorochromen gekoppelt
sind, sichtbar gemacht werden.

2.8.2 Chromosomen in situ Suppression (CISS)

Da im menschlichen Genom neben den fur das jeweilige Chromosom spezifischen
DNA-Sequenzen viele repetitive Sequenzen, sogenannte LINEs, SINEs oder
Satelliten-DNA vorliegen, die nach der Hybridisierung mit markierter Sonden-DNA
uberall unspezifische Signale geben wirden, hybridisiert man mit unmarkierter Cot1-
DNA vor. C.t1-DNA ist eine Fraktion all dieser repetitiven Sequenzen und sattigt
diese unter Renaturierungsbedingungen ab, wahrend die meisten spezifischen
Sonden-Sequenzen einzelstrangig bleiben (Murken 1996).

2.8.3 2D-FISH

Hier hybridisiert man die Sonden-DNA auf Metaphase-Chromosomen. Zur
Herstellung dieser Praparate siehe Abschnitt 2.5.
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Material:
Denaturierung und Hybridisierung:

Deckglaser (12x12mm / 15x15mm)
Fixogum

Hotblock 75°C

Hybridisierungsmix

Metallbox

Metaphasepraparate
Phasenkontrastmikroskop

Pinzette

Wasserbad 37°C

Waschen und Detektion:

Lichtschutz fur Kavette

Antikorper (je nach Detektionsschema)
BSA-Blocklésung (4% BSA in 4x SSC/T)
DAPI-Lésung (5 ug/ml)

Deckglas 24x50mm

Feuchte Kammer

Glaskuvette

Nagellack

Pinzette

Schuttler in 37°C Warmekammer
Vectashield

Waschlésungen (2x SSC 37°C, 0,1x SSC 62°C, 4x SSC/T 37°C)
Wasserbader 37°C, 62°C

Wasser destilliert

Methode:

1.

© N OO

Metaphasepraparate auftauen lassen und unter dem Phasenkontrastmikroskop
geeignete Areale mit vielen guten Metaphasen suchen

je nach Grol3e des Areals zwischen 2 ul und 5 pl Hybridisierungsmix auftragen
mit einem passenden Deckglas vorsichtig (mit der Pinzette) verschlielen und
mit Fixogum versiegeln

Fixogum an einem dunklen Ort vollstandig trocknen lassen (wirft sonst auf dem
Hotblock Blasen und ist nicht mehr dicht)

Praparate fur 2min bei 75°C auf dem Hotblock denaturieren

Inkubation Uber Nacht in Metallbox bei 37°C im Wasserbad

Fixogum und Deckglas vorsichtig mit einer Pinzette entfernen

Waschschritte:
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e 3x 5 min in 2x SSC bei 37°C auf dem Schuttler waschen (direkt
markierte Sonden unter eine Abdeckung stellen und anschliefend mit
Schritt 14 weitermachen)

e 2x 5 minin 0,1x SSC bei 62°C waschen

e Kkurzin 4x SSC/T geben

9. 10 min mit BSA-Blocklésung blocken
10. Detektion erster Layer:
e Antikorperverdinnung herstellen mit BSA-Blocklosung
e 200 ul der Antikoérperverdinnung auf den Objekttrager geben (in
feuchter dunkler Kammer)
e 30— 40 min inkubieren
11. Antikérper durch 3x 5 min Waschen in 4x SSC/T bei 37°C entfernen
(Abdunkeln)
12. Detektion zweiter Layer
e Antikoérperverdiinnung herstellen mit BSA-Blockldsung
e 200 ul der Antikorperverdinnung auf den Objekttrager geben (in
feuchter dunkler Kammer)
e 30— 40 min inkubieren
13. Antikérper durch 3x 5 min Waschen in 4x SSC/T bei 37°C entfernen
(Abdunkeln)
14. DAPI-Gegenfarbung:
e DAPI-L6ésung herstellen: 1:100-Verdinnung in 4x SSC/T
e 200 pl der DAPI-Lésung auf den Objekttrager geben (in feuchter
dunkler Kammer)
e 2 min inkubieren lassen
e unter destilliertem Wasser gut abspulen
e vollstandig trocknen lassen (im Dunklen)
e mit ein paar Tropfen Vectashield beschichten
¢ Deckglas mit Pinzette vorsichtig auflegen (mdglichst ohne Luftblasen)
e mit Nagellack versiegeln
2.8.4 3D-FISH

Hier hybridisiert man die Sonden-DNA an Ziel-DNA in Interphasekernen. Die Zellen
mussen hierfir speziell fixiert werden, damit die dreidimensionale Struktur im
Zellkern erhalten bleibt (siehe 2.6).

Im Grofllen und Ganzen ist das Protokoll fur 3D-FISH das Gleiche wie fur 2D-FISH,
man muss nur darauf achten, dass die Praparate auf keinen Fall austrocknen.
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Material:
Denaturierung und Hybridisierung:

Deckglaser mit den fixierten Zellen in 50%Formamid in 2x SSC
Deckglaser 18x18mm
Fixogum

Hotblock 75°C
Hybridisierungsmix
Kleenex

Metallbox
Phasenkontrastmikroskop
Pinzette

Quadriperm

Wasserbad 37°C

Waschen und Detektion:

Lichtschutz fur Klvette

Antikdrper (je nach Detektionsschema)

BSA-Blocklosung (4% BSA in 4x SSC/T und 4%BSA in 1xPBS/0,01% Tween)
DAPI-LAsung (5 pg/ml)

Deckglas 24x60mm

Feuchte Kammer

Glaskuvette

Nagellack

Objekttrager

Pinzette

Schuttler in 37°C Warmekammer

TOPRO-Lésung

Vectashield

Waschlésungen (2x SSC 37°C, 0,1x SSC 62°C, 4x SSC/T 37°C)
Wasserbader 37°C, 62°C

Methode:

1.

W N

N o Ok

Deckglaser mit 50% Formamid in 2x SSC in Quadriperms geben und unter dem
Phasenkontrastmikroskop Areale mit Zellen markieren

Auftragen der Sonde auf ein 18x18mm Deckglas

Deckglas mit Zellareal umgekehrt auf das Deckglas mit der Sonde geben und
Flussigkeit um das Deckglas herum abtupfen

mit Fixogum versiegeln und an einem dunklen Ort vollstandig trocknen lassen

3 min auf dem Hotblock bei 75°C denaturieren

Inkubation fir mindestens 48h in einer Metallbox bei 37°C im Wasserbad
Waschschritte:
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10.

11.

12.

13.
14.

e 3x 5 min in 2x SSC bei 37°C auf dem Schuttler waschen (direkt
markierte Sonden unter eine Abdeckung stellen und anschliefend mit
Schritt 15 weitermachen)
e 2x 5 minin 0,1x SSC bei 62°C waschen
e Kkurzin 4x SSC/T geben
10 min mit BSA-Blocklosung (in 4x SSC/T) blocken
Detektion erster Layer
e Antikorperverdinnung herstellen mit BSA-Blocklosung (in 4xSSC/T)
e 200 ul der Antikorperverdinnung auf den Objekttrager geben (in
feuchter dunkler Kammer)
e 30— 40 min inkubieren
Antikdrper durch 3x 5 min Waschen in 4x SSC/T bei 37°C entfernen
(Abdunkeln)
Detektion zweiter Layer
¢ Antikoérperverdiinnung herstellen mit BSA-Blocklésung (in 4xSSC/T)
e 200 ul der Antikorperverdinnung auf den Objekttrager geben (in
feuchter dunkler Kammer)
e 30 -40 min inkubieren
Antikdrper durch 3x 5 min Waschen in 4x SSC/T bei 37°C entfernen
(Abdunkeln)
wenn noétig: Detektion dritter Layer (siehe erster und zweiter Layer)
bei BrdU- oder Ki67-Nachweis:
Umpuffern mit BSA-Blocklésung in 1x PBS+0,01% Tween fur 10 min
Detektion wie oben
Waschen in 1x PBS+0,01% Tween

15. Gegenfarbung mit DAPI und TOPRO
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Lésung mit DAPI 1:100 und TOPRO 1:1000 in 4x SSC/T (bei BrdU/Ki67-
Nachweis in 1x PBS/0,01% Tween)

Deckglas mit Zellen durch Einritzen mit einem Diamantstift auf die Grol3e des
Areals zurechtschneiden

300 pl der DAPI/TOPRO-L6sung auf einen Objekttrager in der feuchten
Kammer geben

Deckglas umgekehrt darauf legen

5 min inkubieren lassen

Deckglas kurz in 4x SSC/T bzw. 1xPBS/0,01% Tween tauchen

Areal umgekehrt auf einen Objekttrager mit Vectashield legen

uberschussige Flussigkeit abtupfen und mit Nagellack versiegeln
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2.9 Mikroskopie
2.9.1 Phasenkontrastmikroskopie

Das Phasenkontrastmikroskop wurde hauptsachlich zum Verfolgen des
Zellwachstums bendtigt. Aulerdem wurde die Zelldichte von Lymphozyten wahrend
der Fixierung beobachtet.

Far 2D- und 3D-FISH wurde das Phasenkontrastmikroskop eingesetzt, um auf
Metaphase-Praparaten Areale mit vielen gut gespreiteten Metaphasen zu finden und
auf 3D-Praparaten Areale mit passender Zelldichte und vielen intakten, getrennt
liegenden Kernen zu markieren.

2.9.2 Epifluoreszenzmikroskopie

Das Epifluoreszenzmikroskop funktioniert durch Detektion von Emissionslicht nach
Anregung eines Fluorochroms. Durch einzelne Anregung der Fluorochrome mit
einem begrenzten Spektrum, welches im Anregungsmaximum des jeweiligen
Molekuls liegt, strahlen diese ein energiearmeres Licht ab (Emission). Dieses wird
anschliefend durch bestimmte Filter isoliert, woflr verschiedene Filtersatze
notwendig sind. Ein Anregungsfilter sorgt dafir, dass das Licht, das von der
Quecksilberlampe erzeugt wird, auf die noétige Spektrumsbreite reduziert wird. Ein
dichromatischer Strahlenteiler (Farbteiler) lasst nur die langeren Wellenlangen des
emittierten Strahls passieren, die dann auf das Praparat gelangen. Durch einen
Emissionsfilter werden die Absorptionswellen unterdrickt. So wird nur das
Emissionslicht detektiert. Das emittierte sichtbare Licht kann man nun durch ein
Okular betrachten, nicht sichtbares Licht im Infrarotbereich kann mittels einer CCD-
Kamera (charged coupled device) aufgenommen werden und auf dem Computer in
Form von digitalen Bildern angezeigt werden. Die dazu benutzte Software heil3t
Cytovision von der Firma Applied Imaging. Sie erstellt Raw-Dateien.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht Uber die verwendeten Fluorochrome und
Filtersatze:

Verwendet wurde das Epifluoreszenzmikroskop hauptsachlich fur die Auswertung
und Dokumentation von 2D-FISH-Experimenten. Es wurden Metaphasen Uber die
CCD-Kamera aufgenommen, die Raw-Dateien wurden in Tiff-Dateien umgewandelt
und anschliel3end in Adobe Photoshop bearbeitet.

Signale von 3D-FISH-Experimenten wurden ebenfalls am Epifluoreszenzmikroskop
uberpruft, bevor sie am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop gescannt wurden.
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Fluorochrom Cy3 Cy5 DAPI FITC Alexa488 | TOPRO | Triple-Filter

Farbe des | grin orange |ultraviolett | blau blau orange |weil}
Anregungslichts

Anregungs- 550 649 355 495 495 642 355/495/550
maximum
Farbe des rot infrarot | blau grin grin infrarot | blau/griin/rot

Emissionslichts

Emissions- 570 670 450 520 519 661 450/520/570
maximum [nm]

Anregungsfilter |BP546 |BP575- | BP365 BP BP BP TBP

[nm] 625 450-490 |450-490 |575-625 |400/495/570
Strahlenteiler FT580 |FT645 |FT395 FT510 FT510 FT645 |TFT

[nm] 410/505/585
Emissionsfilter |LP590 |LP LP LP LP LP TLP

[nm] 660-710 |450-490 |515-565 |515-565 |660-710 |460/530/610

Tabelle 2: Flourochrome und Filtersatze des Epifloureszenzmikroskops

2.9.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Bei einem konventionellen Epifluoreszenzmikroskop tragen neben dem emittierten
Licht aus der Fokusebene alle Photonen, die ober- und unterhalb der fokalen Ebene
emittiert werden, zur Bildentstehung bei. So kommen keine klaren Scharfenebenen
bei der dreidimensionalen Darstellung zustande. Bei einem konfokalen LSM
ermdglicht eine variable Lochblende (pinhole) die ausschliel3liche Detektion von Licht
aus der fokalen Ebene, wahrend alle Photonen, die nicht aus dieser Ebene
stammen, wirkungsvoll ausgeblendet werden. Dies fuhrt zu einer hochauflésenden
Abbildung des Objekts. AulRerdem verfugt das konfokale LSM Uber ein Scanning-
Modul. Von einem Laser erzeugtes Licht definierter Wellenlange gelangt dorthin und
wird Uber zwei Spiegel als beugungsbegrenzter Lichtpunkt durch das Objektiv
sequentiell auf das Praparat fokussiert. Aus der Focusebene emittiertes Licht gelangt
uber den Scanner zu verschiedenen Farbteilern, wo die Fluoreszenzemission
wellenlangenspezifisch  diskriminiert und pixelweise auf die Detektoren
(Photomultiplier) verteilt wird. Diese Informationen werden dann durch eine spezielle
Software auf einem angeschlossenen Computer angezeigt. Das zu scannende
Objekt wird in Z-Richtung Schritt flr Schritt verschoben und in jeder Focusebene
gerastert. So wird das gesamte Objekt in Einzelschnitten abbgebildet, die als tif-files
gespeichert werden. Anschlieend kann man diese Schnitte einzeln als Galerie
darstellen, oder aber mit spezieller Software zu einem dreidimensionalen Objekt
zusammenfugen.

Die verschiedenen Praparate wurden mit individuell abgestimmten Parametern
gescannt:
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Die Accumulation (Average) beschreibt die Anzahl der Rasterdurchgange pro
Focusebene. Eine hohere Accumulationszahl ist demnach gleichzusetzen mit
einer besseren Aufldsung. Je mehr Rasterdurchgange man andererseits wahlt,
desto mehr bleicht das Objekt aus. Deshalb wurde bei den meisten Praparaten
eine Accumulation von vier Durchgangen eingestellt, die ein vernunftiger
Kompromiss fur eine eindeutige Signaldarstellung war.

Die Filter wurden je nach verwendeten Fluorochromen und deren Intensitat
individuell eingestellt. Teilweise wurde Sequentiell Scanning eingestellt. Hier
werden erst alle Fluorochrome einer Scharfenebene gescannt, bevor der Tisch
in Z-Richtung verschoben wird. Folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der
angewendeten Filter:

Fluorochrom |Laser

Cy3/Tamra Ar-Laser (568nm)
CyS HeNe-Laser (633nm)
FITC Ar-Laser (488nm)
TexasRed HeNe-Laser (594nm)
DAPI UV-Laser (405nm)

Als Format wurde bei den Objekten 512x512 Pixel gewahlt.

Die Helligkeit (PMT) und der Kontrast (Offset) wurden fir jeden Zellkern
individuell eingestellt. So wurde versucht, stérende Hintergrundgerausche zu
minimieren und gleichzeitig alle Signale zu erhalten.

Als Objektiv wurde immer ein Plan-Apochromat 63x / 1.4 Olimmersionsobjektiv
verwendet.

Der Scan-Speed ist das Mal} fir die Belichtungszeit. Auch hier gilt, je hoher,
umso besser ist die Aufldsung. Es wurde meist mit ,medium“ Geschwindigkeit
gescannt.

Die Schnittdicke wurde aufgrund der chromatischen Abberation (Shift) in der Z-
Ebene gewahlt. Der Shift wurde mit sogenannten Beads gemessen
(Durchfuhrung und genaue Erklarung der Shiftkorrektur siehe Diplomarbeit von
Claudia Weierich) und lag bei etwa 160nm zwischen Cy3/FITC und Cy5.

Die Zellkerne wurden mit Zoom 9.31 gescannt, um eine Voxelsize von 0.05 ym
in Xy zu erreichen.

In dieser Arbeit wurden ein Leica SP2 und ein Leica SP5 CLSM verwendet.
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2.10 Bildverarbeitende Software

2.10.1 lmage J

Die ImageJ-Software diente dazu, die Einzelschnittbilder des konfokalen Mikroskops
in sogenannte Stacks umzuwandeln. In Stacks werden die einzelnen Schnitte
ubereinander gelegt und mit Hilfe eines Cursors kann man den Zellkern von unten
nach oben ,durchfahren®. Mit einem speziellen Filter, ,Gaussian Blur® wurden alle
Signale, die unterhalb eines bestimmten Intensitatwerts lagen herausgefiltert. Der
Filter wurde fur jeden Stack einzeln angewendet.

2.10.2 Erstellen von Stacks mit StackGroom

Zum Erstellen von 3D Stacks wurde das Plugin StackGroom, das von Boris Joffe fur
Imaged entwickelt wurde angewandt. Mit Hilfe von StackGroom wird der Shift
korrigiert und gleichzeitig Stacks fur jeden einzelnen Farbkanal erstellt.

2.10.3 Weiterbearbeitung der 3D Stacks
2.10.3.1 Gaussian Blur

Nachdem die Stacks mit Hilfe von StackGroom erstellt wurden, wurde ein spezieller
Filter, ,Gaussian Blur®, angewendet, der alle Signale, die unterhalb eines bestimmten
Intensitatswertes lagen, herausgefiltert. Dieser Filter wurde fir jeden Stack einzeln
angewendet.

2.10.3.2 Erstellen von RGB — Projektionen

Da es in dieser Arbeit notig war, die beiden untersuchten X - Chromosomen in aktiv
und inaktiv zu unterscheiden, wurden mit dem Plugin 3channels, das ebenfalls von
Boris Joffe fur Imaged entwickelt wurde, RGB — Projektionen von jedem einzelnen
Farbkanal erstellt, um anhand dieser das aktive und das inaktive X-Chromosom
unterscheiden zu kénnen (siehe Abb.29).

2.10.3.3 Trennen der beiden Signale innerhalb eines Farbkanals

Damit das aktive und das inaktive X - Chromosom getrennt voneinander ausgewertet
werden konnten, mussten die beiden Signale in den einzelnen Farbkanalen
voneinander getrennt werden. Dafur 6ffnet man die einzelnen Farbkanale eines
Zellkernes in Imaged, synchronisiert sie mit SyncWindows3D und wahlt anhand
eines Auswahlwerkzeuges (Kreis, Viereck...) die Region aus, die das Signal des
aktiven X-Chromosoms beinhaltet. Mit der Funktion Clear outside kann man nun
alle Voxel, die sich auRerhalb des markierten Areals befinden entfernen. Nun hat
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man einen Stack, in dem sich nur Signale des aktiven X-Chromosoms befinden. Das
Gleiche wiederholt man nun und kreist statt dem aktiven Signal das inaktive Signal
ein.

2.10.3.4 Hintergrundreduzierung durch Definition eines Schwellwertes

Da es durch die Hybridisierung zu stérenden Hintergrundsignalen kommen kann, die
eine Auswertung der eigentlichen Signale storen wirde, wird ein Schwellenwert
festgesetzt. Dadurch werden alle Signale, die unterhalb dieses Schwellenwertes
liegen auf den Wert 0 gesetzt. Der Schwellenwert wurde fur jeden Zellkern und jeden
Farbkanal einzeln festgesetzt.

2.10.4 Adobe Photoshop

Mit Adobe Photoshop hat man sehr viele Moglichkeiten, Bilder zu bearbeiten. Man
kann Kontraste erhdhen, Signale verstarken oder unerwlnschten Hintergrund
verringern. All dies darf aber nur in einem Malle geschehen, dass man sicher sein
kann, die Ergebnisse nicht zu verfalschen.

Hauptsachlich wurde diese Software angewendet, um 2D-FISH-Metaphasen zu
bearbeiten und die verschiedenen Filter in einem RGB-Bild Ubereinander zu lagern.
Fir die Auswertung von 3D-FISH —Bildern wurde Adobe Photoshop nur angewendet,
um Galerien der einzelnen Schnitte anzufertigen.

2.10.5 Amira

Amira ist eine Software, mit deren Hilfe man 3D Datensets rekonstruieren kann. Dies
diente in dieser Arbeit ausschliel3lich der Veranschaulichung von Zellkernen und
Signalen.

2.11 Quantitative Auswertungsmethoden
2.11.1 Auswertunden mi

Das Programm eADS wurde von Tobias Thormeyer im Rahmen seiner Diplomarbeit
in unserem Labor entwickelt und stellt eine Weiterentwicklung des Programms ADS
von Johann von Hase dar (ndhere Beschreibung des ADS-Programms: Dissertation
Katrin Kipper). Mit eADS ist es mdglich, grol3e Datenmengen in einer relativ kurzen
Zeit auszuwerten. Das Programm arbeitet voxelbasiert und ermittelt die kurzeste, die
mittlere und die mediane Distanz eines Signals zu einer vorher festgelegten
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Referenzstruktur. Diese Referenzstruktur kann ein ganzer Zellkern sein, ein
Chromosomenterritorium oder ahnliches.

Zudem hat man die Moglichkeit ~ zwischen zwei verschiedenen
Auswertungsmethoden zu wahlen: die ,iterative® und die ,non-iterative“ Methode. Die
iterative Methode wird dann angewandt, wenn die Referenzstruktur eine geringe
Anzahl an Voxeln besitzt, daflr aber eine grof3e Oberflache bildet. Die ,non-iterative®
Methode wird empfohlen, wenn es sich umgekehrt verhalt, wenn die
Referenzstruktur aus vielen Voxeln besteht, dafur aber eine geringe Oberflache
besitzt. Beide Methoden liefern dasselbe Ergebnis, sie unterscheiden sich lediglich in
ihrer Laufzeit.

Durch eine weitere Verbesserung des Programms durch Tobias Thormeyer wurde
eine dritte Auswahlmdoglichkeit gegeben: die ,ultra-rapid® Methode. Diese Methode
basiert auf der sogenannten kd-(k-dimensional)-tree-Methode, welche zur
multidimensionalen Analyse von Nachbarschaften verwendet wird. Sie ist iterativ und
im Gegensatz zu den beiden ursprtinglichen Methoden sehr schnell.

Die Programmierung erfolgte in der Entwicklungsumgebung von MATLAB v7
(Mathworks). Einzelne Subroutinen wurden in C/C++ geschrieben. Das Programm ist
in verschiedenen Versionen unter Windows, Linux und Macintosh lauffahig.

In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die ,ultra-rapid“ Methode verwendet, da sie
extrem zeitsparend ist. Aus diesem Grund wird hier auch nur die ,iterative® Methode
genauer erlautert. Fur weitergehende Informationen zur ,non-iterative“-Methode
siehe Dissertation Katrin Kupper.

Auswertungen mit der iterativen Methode

Nach dem Erstellen einer Parameterdatei (Beispiel siehe Anhang) mit dem eADS-
Filemaker, die alle Informationen, wie Voxelgroe, Bildgrole, Anzahl der Zellkerne,
Schwellenwerte und &ahnliches, enthalt, kann diese in das Programm eADS
eingelesen werden und die Auswertung somit gestartet werden. eADS setzt nun die
angegebenen Schwellwerte, fuhrt eine 3D-Objekterkennung durch und startet den
Algorithmus zur Distanzbestimmung. Dabei werden um das zu vermessende Signal
im 3D-Raum drei verschiedene Radien (abhangig von der angegebenen
Voxeldimension in x, y und z Richtung) gelegt. Hierbei entsteht ein Ellipsoid, da die
VoxelgroRe in z-Richtung gréfler ist als die VoxelgroRen in x und y-Richtung. Alle
Voxel innerhalb dieses Ellipsoids werden fir die Auswertung bertcksichtigt. Ist
innerhalb des Ellipsoid kein Voxel enthalten das im Referenzkanal eine
schwellenwertrelevante Helligkeitsveranderung aufweist, werden die Radien solange
iterativ vergroRert (wobei Radiengrofle = Voxeldimension x lteration) bis diese
schwellenwertrelevante Helligkeitsveranderung fur mindestens einen Voxel gefunden
wird. AnschlieBend werden die Koordinaten dieses Voxels bestimmt und Uber die
Koordinaten des zu vermessenden Signals die Distanz zwischen diesen beiden
Punkten bestimmt. Sollten mehrere ,Referenzvoxel” gefunden worden sein, werden
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alle Abstande gemessen und je nach Programmeinstellung daraus der kirzeste, der
mittlere oder der mediane Abstand ermittelt.

Ist die Distanzmessung fur alle Signalvoxel abgeschlossen erfolgt eine Einordnung
der gemessenen Abstande in Klassen, wobei der maximale Abstand die Anzahl der
Klassen vorgibt. Die gewlnschte Klassengréfde wurde vorher vom Anwender in der
Parameterdatei definiert.

Zusatzlich werden noch die nach der Intensitat der Voxel gewichteten Haufigkeiten
ermittelt. Dafur wird fur jeden Kanal die maximale Intensitat ermittelt und auf 256
Grauwerte normalisiert. Die Gewichtung jedes einzelnen Signalvoxels wird nach
folgender Formel durchgefihrt:

G = 256 lmax = ma)ﬂma'e IntenS|tat
7 -7 +1-L = =1 Imin = minimale Intensitat
s = +1) ( \x.y.2) U )) ly2) = Intensitat des Voxels

Die gewichteten Haufigkeiten werden flr den Referenzkanal sowie flir alle
Signalkanale in jedem verwendeten Datensatz einzeln ermittelt. Die Summe der
Intensitaten aller Klassen fur jeden Kanal wird auf 100% gesetzt.

Zusatzlich werden fur alle Kanale statistische Werte berechnet, wie das gewichtete
und nicht gewichtete erste und dritte Quartil, der gewichtete und nicht gewichtete
Median und Mittelwert sowie der minimale und maximale Abstand.

Die gewichteten Haufigkeiten der einzelnen Klassen werden uber alle in der
Auswertung verwendeten Datensatze gemittelt. Die Standardabweichung sowie der
Fehler des Mittelwertes werden ebenfalls berechnet. Alle diese Werte sind in einer
Auswertungsdatei (,auswertung.asc“) zu finden, die mit Excel oder anderen
Texteditoren ausgelesen werden kann.

2.11.2 Distanagles

Das Programm Distangles ist ebenfalls von Tobias Thormeyer entwickelt worden.
und misst Distanzen zwischen zwei Kandlen und Winkel zwischen drei Kanalen,
indem es die Intensitatsschwerpunkte der Signale (zum Beispiel von einzelnen
BACs, BAC-Pools...) bestimmt. Nach dem Erstellen einer Parameterdatei (Beispiel
siehe Anhang), die die Schwellenwerte und Voxeldimensionen jedes einzelnen
Kanals enthalt ist das Programm in der Lage, die Intensitatsschwerpunkte der
einzelnen Signale zu berechnen und somit die Distanzen und Winkel zwischen den
Kanalen zu bestimmen.
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2.11.3 Manders-Kolokalisation

Die Kolokalisationsanalyse ist eine Methode, den Uberlappungsgrad von
verschiedenen Signalen zu ermitteln. Hierfur ist eine Voxel fir Voxel-Analyse, die auf
Signalintensitaten beruht, die sogenannten Manders-Koeffizienten M1 und M2
(Manders, Verbeek et al. 1993) ausgewahlt worden. Berechnet wurden diese
Koeffizienten anhand eines Plugins in ImageJ, welches jeweils diese zwei Werte
ausgibt. M1 bedeutet hier den Grad der Uberlappung von Kanal 1 mit Kanal 2, M2
die Uberlappung von Kanal mit Kanal 1. Die Manders-Koeffizienten messen den
Anteil der Uberlappung zwischen zwei Kanalen anhand eines voxelbasierten
Algorithmus in Relation zum Gesamtsignalanteil jedes Kanals. M1 und M2 besitzen
Werte zwischen 0 und 1 (0% und 100%) und konnen somit als Indikator fur den
Prozentsatz Uberlappender Signale im Vergleich zur Gesamtintensitat der Signale
zwischen zwei Kanalen gesehen werden.

Fir eine detaillierte Beschreibung zur Anwendung dieser Kolokalisationsanalyse
siehe Dissertation Roman Zinner.

2.12 Statistik

2.12.1 Mann Whitney Rank Sum Test

Der Mann Whitney Rank Sum Test oder auch U-Test genannt, ist ein parameterfreier
statistischer Test. Mittels dieses Tests kann man Uberprufen, ob zwei Verteilungen
unabhangig sind oder ubereinstimmen. Der Test kann einseitig oder zweiseitig
angewendet werden. Beim einseitigen Test wird geprift, ob A > B oder A < B ist,
wahrend beim zweiseitigen Test gepruft wird, ob A = B ist. In dieser Arbeit wurde der
zweiseitige Test mittels des Programms SigmaStat (SPSS, Inc., Chicago, USA)
durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zusammenstellung der BAC-Pools
3.1.1 Auswahl der BACs

Alle in dieser Arbeit verwendeten BACs (siehe Anhang) wurden freundlicherweise als
isolierte DNA von Rogier Versteeg (AMC Amsterdam, Niederlande) zur Verfugung
gestellt. Die BACs wurden unabhangig von enthaltenen Genen oder der Gendichte in
ihrer Umgebung ausgewahlt, die DNA aus E.coli-Stammen isoliert und anschlie3end
teilweise sequenziert, um sicherzustellen, dass die richtige Zielsequenz enthalten ist.
Die Auswahl der BACs fir die jeweiligen Versuche geschah nach Zielsetzung des
Experiments.

3.1.2 BAC-Pools

Die verschiedenen BAC-Pools wurden je nach Fragestellung der einzelnen
Experimente zusammengestellt.

3.1.2.1 Radiale Verteilung der p- und g-Arme des X-Chromosoms

In diesem Experiment sollte die Lokalisation des p- und des g-Arms innerhalb des
Fibroblastenzellkernes untersucht werden. Deshalb wurden BACs entlang der Arme
unabhangig von enthaltenen exprimierten Genen oder der Gendichte in ihrer
Umgebung ausgewahlt. Da die 10Mb-Pools (siehe unten) bereits vorhanden waren,
wurden diese genutzt und die Pools 10Mb-1 bis 10Mb-6 flr den kurzen Arm
zusammengefasst, sowie die Pools 10Mb-7 bis 10Mb-16 fur den langen Arm (siehe

Abb.18).

>
1 Mb 155 Mb

P q

Abbildung 18:SchematischeDarstellung der BAC-Pools p- und g-Arm ganz

3.1.2.2 Unterteilung von Xp und Xq in je zwei gleich grol3e Teile

Hier sollte die Frage behandelt werden, ob es innerhalb der Arme Unterschiede in
der Lokalisation gibt. Verwendet wurden wieder die vorhandenen 10Mb-Pools.
Diesmal sind jeweils 10Mb-1 bis 10Mb-3 und 10Mb-4 bis 10Mb-6 fur den kurzen Arm
zusammengefasst worden, sowie 10Mb-7 bis 10Mb-11 und 10Mb-12 bis 10Mb-16
(siehe Abb.19).
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1 Mb 155 Mb’
P 1 g d 2

Abbildung 19:Schematische Darstellung der unterteilten Arme von Xq und Xp

3.1.2.3 Darstellung des gesamten X-Chromosoms anhand von 10Mb-Pools

Um die Gesamtstruktur und Lokalisation von Untereinheiten des X-Chromosoms zu
untersuchen, wurden 10Mb groRe BAC-Pools Uber das gesamte X-Chromosom
zusammengestellt (Abb.20) (BAC-Pool 16 erstreckt sich nur Uber 5 Mb). Die BACs
wurden in ungefahr 1Mb gro3en Schritten ausgewahlt, wobei die Expression
enthaltener Gene sowie die Gendichteumgebung der BACs keine Rolle spielte. So
sind in jedem Pool genreichere, genarmere, sowie BACs mit exprimierten und nicht-
exprimierten Genen enthalten.

Fir die genaue Zusammenstellung der einzelnen BACs in den Pools siehe Anhang.

Pool1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1Mb 155Mb

Abbildung 20: Schematische Darstellung der 10 Mb-Pools tber das

gesamte X-Chromosom

3.1.2.4 Radiale Verteilung genreicher und genarmer Bereiche des gesamten X-

Chromosoms ermittelt anhand eines 2Mb-Gendichte-Fensters

Die 2Mb-Gendichtepools wurden zusammengestellt, indem die Gendichte innerhalb
eines 2Mb-Fensters, gemessen vom Mittelpunkt der einzelnen BACs, berucksichtigt
wurde (siehe Abschnitt 2.7.1). Da das X-Chromosom ein insgesamt relativ genarmes
Chromosom ist (durchschnittlich 8.6 Gene/Mb, NCBI) wurde eine Gendichte von 15
Genen/Mb als genreich deklariert (n=50). BACs, die weniger als 15 Gene/Mb
enthalten, wurden als genarm eingestuft (n=129). Das Expressionslevel spielte bei
der Auswahl der BACs keine Rolle. In Abbildung 21 ist die Verteilung der genreichen
und genarmen BACs der 2Mb-Gendichtepools dargestellt. Im Anhang befindet sich
eine Liste aller hier verwendeten BACs.
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.
= |
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Abbildung 21: 2Mb-Gendichte der einzelnen BACs und BAC-Pools

Dargestellt ist die 2Mb-Gendichte der einzelnen BACs (blaue Linie) und die fiir den 2Mb-Gendichte-Pool
verwendeten BACs (gelbe Fenster), die Uber der vorher festgesetzten Grenze von 15 Genen/Mb (rote
Linie) lagen.

3.1.2.5 Radiale Verteilung genreicher und genarmer Bereiche des gesamten X-

Chromosoms ermittelt anhand eines 10Mb-Gendichte-Fensters

Hier wurde die Gendichte innerhalb eines 10Mb-Fensters gemessen vom Mittelpunkt
der einzelnen BACs (siehe Abschnitt 2.7.1) als Kriterium herangezogen. Wie bereits
bei den 2Mb-Gendichtepools wurde die Grenze zwischen genarm und genreich bei
15 Genen/Mb festgesetzt. Das Expression der enthaltenen Gene wurde auch hier
nicht berlcksichtigt. In Abbildung 22 ist dargestellt, wie sich die 10Mb-
Gendichtepools uber das X-Chromosom verteilen. Eine Auflistung der verwendeten
BACs findet sich im Anhang.

Gara il

OMb 155 Mb_

Abbildung 22: 10Mb-Gendichte der einzelnen BACs und BAC-Pools

Dargestellt ist die 10Mb-Gendichte der einzelnen BACs (rote Linie) und die fir den 10Mb-Gendichte-Pool
verwendeten BACs (gelbe Fenster), die Uber der vorher festgesetzten Grenze von 15 Genen/Mb (blaue
Linie) lagen.

3.1.2.6 Radiale Verteilung der RIDGEs und genarmen Bereiche des X-
Chromosoms
3.1.2.6.1 RIDGEs:

Fir diese beiden Pools wurde der genreiche 10Mb-Gendichte-Pool verwendet, da
die Bereiche auf dem X-Chromosom, die innerhalb des 10Mb-Fensters als genreich
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gelten, sich auf die beiden RIDGEs beschranken. Fir nahere Informationen zu
RIDGEs siehe Abschnitt 1.2.4.2. Die BACs wurden aufgeteilt in RIDGE Xp und
RIDGE Xq (siehe Abb.23).

OO0 OOOO0O0OO00OO®

RIDGE Xp RIDGE Xq

|-

>
1 Mb 155Mb

Abbildung 23: Schematische Darstellung der BAC-Pools RIDGE
Xp und RIDGE Xq

3.1.2.6.2 genarme Bereiche  tail“ und ,Mitte“

Hier wurden Teile des genarmen 10Mb-Gendichtepools (siehe oben) verwendet
(siehe Abb.24). Eine genaue Auflistung der verwendeten BACs befindet sich im
Anhang.

00000000 BOBBOOOO

genarm Mitte
.

1 Mb 155Mb

Abbildung 24: Schematische Darstellung der genarmen Bereiche

.tail“ und .. Mitte"

3.1.2.6.3 Radiale Verteilung von BACs mit unterschiedlichen Eigenschaften
innerhalb des RIDGE auf Xp11

In diesem Experiment wurden kleine BAC-Pools erstellt, die innerhalb und am Rand
des RIDGE auf Xp liegen und unterschiedliche Eigenschaften besitzen. Der Pool
RIDGE Xp Rand besteht aus 7 BACs, die das RIDGE strangauf- und abwarts
umranden und sowohl genarm sind als auch niedrig exprimierte Gene enthalten. Der
Pool RIDGE Xp genreich, niedrig exprimiert besteht aus 4 BACs, die innerhalb des
RIDGEs liegen, also genreich sind, aber keine Gene enthalten, die hoch exprimiert
werden. Fur den Pool RIDGE Xp genreich, hoch exprimiert kam nur ein BAC in
Frage, der ein Gen enthalt, welches in humanen Fibroblasten sehr hoch exprimiert
wird. In Abbildung 25 sind die einzelnen BACs dargestellt.
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Abbildung 25: Verwendete BACs innerhalb des RIDGE Xp

Dargestellt ist das X-Chromosom mit den Medianen der Expressionslevel (Balken nach oben).
Die beiden RIDGEs sind rosa schattiert. Die verwendeten BACs innerhalb des RIDGE Xp sind als
Kugeln dargestellt (gelb, grin, rot).

3.1.2.6.4 Radiale Verteilung von BACs mit unterschiedlichen Eigenschaften

innerhalb der genarmen Region in Xg25

Hier wurden BACs innerhalb einer 4.6Mb grof3en, sehr genarmen Region auf Xq25
(3.5 Gene/Mb) ausgewahlt, die sich in ihrem Expressionslevel unterscheiden und
sich in ihrer Anordnung abwechseln. Das heif3t, auf einen niedrig exprimierten Pool
folgt ein hoch exprimierter Pool und darauf wieder ein niedrig exprimierter Pool. Flr
die beiden niedrig exprimierten Pools wurden jeweils 3 BACs ausgewahlt, der hoch
exprimierte Pool besteht aus 2 BACs (siehe Abb.26). Eine genaue Auflistung der
verwendeten BACs mitsamt ihrer Eigenschaften ist dem Anhang zu entnehmen.
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. BAC genarm/niedrig exprimiert
@ BAC genarm/hoch exprimiert

Abbildung 26: Verwendete BACs innerhalb der genarmen Region Xq25

Dargestellt ist das X-Chromosom mit den Medianen der Expressionslevel (Balken nach oben).
Die beiden RIDGEs sind rosa schattiert. Die verwendeten BACs innerhalb der genarmen
Region sind als Kugeln dargestellt (grin, rot).

3.1.2.6.5 Radiale Verteilung des RIDGE (Xp11) vs. Genarme Region (Xg25)

Der genreiche Pool besteht aus 8 BACs, die, unabhangig von ihrem
Expressionslevel, innerhalb des RIDGES auf Xp liegen und demnach sehr genreich
sind. Die 8 BACs fur den genarmen Pool liegen in der Region Xg25 und wurden
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ebenfalls unabhangig von ihrem Expressionslevel ausgewahlt (siehe Abb.27). Das
Kriterium hier war nur die Gendichte-Umgebung der BACs.

RIDGE Xp Xq25

|LM"I [ ll“h““ NH “I[&llli ulm

BACs genarm

Abbildung 27: Verwendete BACs RIDGE vs. genarme Region

Dargestellt ist das X-Chromosom mit den Medianen der Expressionslevel (Balken nach oben). Die
beiden RIDGEs sind rosa schattiert. Die verwendeten BACs innerhalb des RIDGES und der
genarmen Region sind als Kugeln dargestellt (griin, rot).

3.1.2.6.6 Radiale Verteilung hoch und niedrig exprimierter BACs des gesamten X-

Chromosoms

In diesem Experiment sollte die radiale Position der gesamten hoch und niedrig
exprimierten Bereiche des X-Chromosoms in Bezug zum X-Territorium und in Bezug
auf den Fibroblasten-Zellkern untersucht werden. Dafur wurden die BACs eingeteilt
in ,hoch exprimiert® und ,niedrig exprimiert®. ,Hoch exprimiert waren alle BACs
deren durch den Affymetrix-Chip ermittelten Werte Uber dem Mittelwert aller
Expressionswerte lagen. Der Mittelwert lag bei ~669. Dieses Kriterium musste hier
relativ niedrig gesetzt werden, da das X-Chromosom in humanen Fibroblasten relativ
wenige hoch exprimierte Gene besitzt. Somit wurden 41 BACs in diesen Pools
eingeordnet. In die Klasse ,niedrig exprimiert wurden BACs eingeteilt, die einen
Expressionswert von weniger als 300 besitzen. Da dieser Pool im Vergleich zum
Pool ,hoch exprimiert sehr grof ausfallen wirde, wurden nicht alle vorhandenen
BACs verwendet, sondern eine Auswahl (n=74), die das gesamte X-Chromosom
uberspannt, getroffen. Die Gendichteumgebung der BACs spielte hier keine Rolle.
Fir eine detaillierte Auflistung aller in diesen Pools verwendeten BACs siehe
Anhang. In der Abbildung 28B ist eine schematische Darstellung der verwendeten
BACs gezeigt.

3.1.2.6.7 Radiale Verteilung hoch und niedrig exprimierter BACs auf Xp

Um eine detailliertere Darstellung hoch und niedrig exprimierter Bereiche des X-
Chromosoms untersuchen zu konnen, wurde eine kleinere Region auf dem p-Arm
ausgewahlt. Es wurden jeweils 15 BACs fur die Klassen ,hoch exprimiert und
,hiedrig exprimiert® ausgewahlt. Es zahlten die gleichen Auswahlkriterien wie oben
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beschrieben. Die einzelnen verwendeten BACs sind im Anhang aufgelistet und

schematisch in der Abbildung 28C dargestellt.
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3.2 Unterscheidung von aktivem und inaktivem X

In dieser Arbeit war es von besonderer Wichtigkeit, das aktive X-Chromosom vom
inaktiven X-Chromosom verlasslich zu unterscheiden. Dafur wurde die DAPI-
Farbung als Indikator verwendet. DAPI| (4°,6-Diamidino-2-phenylindol) bindet
bevorzugt an AT-reiche Sequenzen in der kleinen Furche der DNA (Tanious, Veal et
al. 1992). Bei Anregung mit ultraviolettem Licht fluoresziert DAPI blau. Das
Absorptionsmaximum liegt bei einer Wellenlange von 358 nm, das Emissionsmaxium
bei 461 nm.

Da das Chromatin des inaktiven X-Chromosoms aus fakultativem Heterochromatin
bestent (Plath, Fang et al. 2003; Kohlmaier, Savarese et al. 2004; Rougeulle,
Chaumeil et al. 2004) und somit dichter gepackt ist als das Chromatin der anderen
Chromosomen sieht man in der DAPI-Farbung in ca. 85% der Fibroblasten-Zellkerne
eine deutliche Verdichtung (siehe Abb.29). Es wurden nur Zellkerne in die
Auswertung einbezogen, in denen eine sichere Unterscheidung der beiden
Chromosomen maoglich war.

A B

/

overlay

Abbildung 29 Identifizierung des inaktiven X-Chromosoms anhand des Barr-Bodys
DAPI-Farbung zeigt eine deutliche Verdichtung (Pfeil in A) an der Stelle des inaktiven X-Chromosoms
(B). In C sind beide Farbkanale Ubereinandergelagert.

3.3 Ki67-Markierung der Zellen

Da in dieser Arbeit ausschlie3lich Zellkerne verwendet wurden, die sich in der GO-
Phase des Zellzyklus befanden, wurde nach jeder neuen Zellfixierung eine Ki67-
Markierung durchgefuhrt. pKi67 ist ein Antigen, welches in proliferierenden, aber
nicht in ruhenden Zellen vorkommt (Gerdes et al.1984) (Abb.30). Um Fibroblasten in
der GO-Phase zu erhalten, wurden die Zellen bei einer Konfluenz von ungefahr 75%
nur noch mit einem speziellen ,Hungermedium“ (DMEM + 0.5% FCS +
Penicillin/Streptomycin) versehen. Dadurch arretieren sie in der GO-Phase.
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Abbildung 30: Ki67-Markierung von humanen Fibroblasten

A DAPI-Farbung, B Ki67-Markierung
Die fixierten Fibroblasten-Zellkerne wurden flr 30 min mit einem Antikdrper gegen
dieses Protein inkubiert. AnschlielRend wurde dieser Antikorper mit einem mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten sekundarem Antikérper nachgewiesen und die
Ki67-negativen Zellen an einem Epifluoreszenzmikroskop ausgezahit.
Detektionsschema:

Antikodrper
1. Layer Mouse a pKi67
2. Layer Goat a Mouse — Alexa488

Durchschnittlich waren 95% der Zellen in der GO0-Phase, weswegen auf eine
zusatzliche Markierung mit Ki67 in den 3D-FISH-Experimenten verzichtet wurde.

3.4 _Durchfiihren der FISH-Experimente
3.4.1 Amplifizieren. Labeln und Testen der BAC-Pools in einer 2D-FISH

Jeder einzelne in dieser Arbeit verwendete BAC-Pool wurde nach dem Amoplifizieren
und Labeln in einem 2D-FISH-Experiment auf humanen Metaphasen getestet, um
die Qualitat des Pools zu testen und eventuelle Kreuzhybridisierungen auf andere
Chromosomen auszuschlief3en.

Nachdem die BAC-Pools ausgewahlt und die DNAs gepoolt und eingedampft waren,
wurden sie mittels GenomiPhi amplifiziert (siehe Abschnitt 2.7.2.2) und die Effizienz
der Amplifikation auf einem 1%igen Agarosegel getestet. Abbildung 31 zeigt ein
Beispiel eines solchen Gels. AnschlieBend wurden die BAC-Pools durch
Nicktranslation markiert (siehe Abschnitt 2.7.3.2) und es wurde jeweils ein 2D-FISH-
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Experiment wie in Abschnitt 2.8.3 beschrieben, auf Metaphasen, die aus humanen
Lymphozyten gewonnen wurden (siehe Abschnitt 2.5) durchgefuhrt. Um eine gute
Hybridisierung zu erreichen, wurden ca. 200ng DNA / 5ul Hybridisierungsmix
eingesetzt.

S EALEEER R E Abbildung 31: Beispiel eines typischen 1%igen
¥ ' /| ’ . : ‘] | ' | Agarosegels nach einer GenomiPhi-Amplifikation

Tabelle 3 zeigt eine Zusammenfassung der verwendeten BAC-Pools, ihre
Markierung und das jeweilige Detektionsschema. Bei BAC-Pools, die direkt mit
TexasRed, Tamra oder Cy3 markiert wurden, ist keine weitere Antikdrperdetektion
notwendig gewesen. In den Experimenten, in denen eine paint-Sonde fiur das X-
Chromosom verwendet wurde, wurde diese entweder mit Biotin, Digoxigenin oder
DNP markiert und dementsprechend entweder mit Avidin-Alexa 488, Mouse a Dig-
Cy5 oder Rabbit a DNP + Goat a Rabbit — Alexa488 nachgewiesen. Wurde in einem
2D-FISH-Experiment eine Kreuzhybridisierung entdeckt, wurden alle BACs des
betroffenen Pools einzeln getestet und der jeweilige BAC aus dem Gesamtpool
entfernt. Die Abbildung 32 A bis F zeigt Beispiele der 2D-FISH-Experimente.

BAC-Pool Markierung Detektion

p-Arm ganz TexasRed -

g-Arm ganz Tamra -

p-Arm halb 1 (p1) TexasRed -

p-Arm halb 2 (p2) Dig Mouse a Dig — Cy5
Goat a Mouse — Cy5

g-Arm halb 1 (g1) Tamra -

g-Arm halb 2 (92) Biotin Avidin — Alexa 488
Goat a Avidin - FITC

10 Mb-1 Tamra -

10 Mb-2 Dig Mouse a Dig — Cy5
Goat a Mouse — Cy5

10 Mb-3 Biotin Avidin — Alexa 488
Goat a Avidin - FITC

10 Mb-4 TexasRed -

10 Mb-5 Tamra -

10 Mb-6 Dig Mouse a Dig — Cy5
Goat a Mouse — Cy5

10 Mb-7 Biotin Avidin — Alexa 488
Goat a Avidin - FITC
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10 Mb-8 TexasRed -

10 Mb-9 Tamra -

10 Mb-10 Dig Mouse a Dig — Cy5
Goat a Mouse — Cy5

10 Mb-11 Biotin Avidin — Alexa 488
Goat a Avidin - FITC

10 Mb-12 TexasRed -

10 Mb-13 Tamra -

10 Mb-14 Dig Mouse a Dig — Cy5
Goat a Mouse — Cy5

10 Mb-15 Biotin Avidin — Alexa 488
Goat a Avidin - FITC

10 Mb-16 TexasRed -

Expression hoch ganzes X Tamra -

Expression niedrig ganzes X TexasRed -

Expression hoch p-Arm TexasRed

Expression niedrig p-Arm Tamra

2 Mb-Gendichte genreich TexasRed -—-

2 Mb-Gendichte genarm Tamra -

10 Mb-Gendichte genreich TexasRed -

10 Mb-Gendichte genarm Tamra -

10 Mb-Gendichte RIDGE Xp TexasRed -

10 Mb-Gendichte RIDGE Xq Dig Mouse a Dig — Cy5
Goat a Mouse — Cy5

10 Mb-Gendichte genarm Mitte Tamra -

10 Mb-Gendichte RIDGES Xp,Xq Dig Mouse a Dig — Cy5
Goat a Mouse — Cy5

10 Mb-Gendichte genarm tail Xp TexasRed -—-

RIDGE Xp Rand genarm, niedrig exprimiert Cy3 -

RIDGE Xp genreich, niedrig exprimiert TexasRed -

RIDGE Xp genreich, hoch exprimiert Dig Mouse a Dig — Cy5
Goat a Mouse — Cy5

Genarm Xq niedrig exprimiert 1 Tamra -

Genarm Xq niedrig exprimiert 2 TexasRed -

Genarm Xq hoch exprimiert Biotin Avidin — Alexa 488
Goat a Avidin - FITC

RIDGE vs. Genarme Region, genreich Tamra

RIDGE vs. Genarme Region, genarm TexRed -

Tabelle 3: Markierungs- und Nachweisschemata der verwendeten BAC-Pools
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Abbildung 32: Beispiele der 2D-FISH-Experimente

A 2 Mb Gendichte Pool, genreiche Bereiche sind in rot, genarme Bereiche in griin dargestellt, B 10 Mb
Gendichte Pool, genreiche Bereiche sind in rot, genarme Bereiche in griin dargestellt, C Expressionspool
ganzes X, hoch exprimierte Bereiche sind in grin, niedrig exprimierte Bereiche in rot dargestellt,, D p-
(blau) und g-Arm (gelb), E p- und g-Arm halb (p1 pink, p2 blau, q1 rot, g2 griin), F 10 Mb-Pools (von links
nach rechts: 1-40 Mb, 30-70 Mb, 60-100 Mb, 90-130 Mb, 120-155 Mb)

3.4.2 3D-FISH-Experimente

Nach der erfolgreichen Hybridisierung der verschiedenen BAC-Pools auf
Metaphasen humaner Lymphozyten wurden die gleichen Pools in 3D-FISH-
Experimenten auf fixierte humane Fibroblasten hybridisiert (siehe Abschnitt
2.8.4).Um eine erfolgreiche Hybridisierung zu erzielen, wurde die doppelte Menge an
DNA im Vergleich zu den 2D-FISH-Experimenten (ca.400ng DNA/Pool/5ul
Hybridisierungsmix) eingesetzt. Die Detektion der DNA-Sonden erfolgte nach dem
gleichen Schema wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben. Abbildung 33 zeigt ein Beispiel
fur eine erfolgreiche Hybridisierung in einem Fibroblasten-Zellkern.
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Pool RIDGE Xp

Abbildung 33:Beispiel einer
erfolgreichen 3D-FISH

A Z-Projektion der DAPI-Farbung
B-D Z-Projektionen der
verschiedenen BAC-Pool-Signale
E Overlay der einzelnen Kanale
Scalebar: 5um

Pool RIDGE Xq overlay

Da bei jeder neuen Zellfixierung die Anzahl der zyklierenden Zellen in einem
separaten Experiment (siehe Abschnitt 3.3) ausgezahlt wurde, und nur Fixierungen
verwendet wurden, in denen mindestens 95% der Zellen in GO waren, wurde in den
3D-FISH-Experimenten auf eine zusatzliche Markierung mit Ki67 verzichtet. Nach
der erfolgreichen Hybridisierung wurden an einem konfokalen Laserscanning-
Mikroskop (Leica TCS SP2 bzw. Leica TCS SP5%) lichtoptische Schnitte von 20-30
Zellkernen aufgenommen, die Daten entsprechend mit Imaged prozessiert und
anschlie3end je nach Fragestellung ausgewertet.

3.5 Radiale Verteilung des X-Chromosoms im Zellkern humaner
diploider Fibroblasten

In diesem Experiment wurde die radiale Verteilung des aktiven und des inaktiven X-
Chromosoms als Ganzes untersucht. Hierfir wurde nur das X-Chromosom anhand
einer paint-Sonde in einer 3D-FISH angefarbt und mit dem Programm eADS
ausgewertet. Es wurden 96 Zellkerne in die Auswertung einbezogen. Das Ergebnis
der eADS-Auswertung ist in Abbildung 34 dargestellt. Die Unterscheidung zwischen
aktivem und inaktivem X-Chromosom erfolgte anhand der Darstellung des Barr-
Bodies in der DAPI-Farbung (siehe Abschnitt 3.2).
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Abbildung 34: Radiale Verteilung des aktiven und inaktiven X-Chromosoms im Zellkern humaner
Fibroblasten.

Xa: rote Kurve, Xi: griine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

Das inaktive X-Chromosom liegt statistisch signifikant (P=0.012) weiter im Inneren
des Fibroblasten-Zellkernes als das aktive X-Chromosom, wobei beide
Chromosomen randstandig sind.

Statistische Auswertung

Um zu testen, ob sich das aktive und das inaktive X-Chromosom hinsichtlich ihrer
Position im Zellkern statistisch signifikant unterscheiden, wurde der Mann-Whitney
Rank Sum Signifikanztest durchgefuhrt. Er ergab folgende Werte:

n Median Pools P-Wert
Xa 97 -643.894 Xa-Xi 0.012
Xi 97 -726.223

Dabei ergibt sich ein P-Wert von 0.012, was auf einen starken signifikanten
Unterschied zwischen den beiden X-Chromosomen hinsichtlich ihrer Lage innerhalb
des humanen Fibroblastenzellkerns hinweist.

In der Abbildung 35 ist das Ergebnis der radialen Verteilung des aktiven und
inaktiven X-Chromosoms schematisch dargestellt. Das aktive X-Chromosom liegt

statistisch weiter am Rand des Fibroblastenzellkerns als das inaktive X-Chromosom.
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AV
X H
ya

Abbildung 35: Schematische Darstellung der radialen Verteilung von Xa und Xi im Zellkern humaner
Fibroblasten

3.6 Radiale Verteilung und Strukturanalysen der

Chromosomenarme des X-Chromosoms

Fibroblasten

Um herauszufinden, ob sich der p- und der g-Arm des humanen X-Chromosoms in
weiblichen Fibroblasten gleich verteilen, wurden aus einzelnen BACs Pools erstellt,
die sich jeweils Uber den p- und den g-Arm erstrecken (siehe Abschnitt 3.1). Nach
erfolgreicher 2D- (siehe Abb.36A) und 3D-FISH (siehe Abb.36B) und anschlieliender
Aufnahme von 23 Bilderserien an einem konfokalen Leica SP5 wurden die Zellkerne
fur das Programm eADS vorbereitet und schlieldlich ausgewertet.

DAPI
pP-Arm
-Arm

Abbildung 36: 2D- und 3D-FISH der Chromosomenarme des X-Chromosoms

A Metaphase nach einer 2D-FISH, B Z-Projektion eines Fibroblastenzellkern nach einer
3D-FISH. Der p-Arm ist in rot dargestellt, der g-Arm in griin und DAPI in blau. Scalebar:
5um
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Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in den Abbildungen 37 (Xa) und 38 (Xi)

dargestellt.
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Abbildung 37: Radiale Verteilung der p- und g-Arme des aktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

p-Arm: rote Kurve, g-Arm: griine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve
Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 38: Radiale Verteilung der p- und g-Arme des inaktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten
p-Arm: rote Kurve, g-Arm: griine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve
Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
93 Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Im aktiven X-Chromosom ist der p-Arm (rote Kurve) tendenziell mehr zur
Zellkernmitte orientiert als der g-Arm (statistisch nicht signifikant), wahrend im
inaktiven X-Chromosom kein Unterschied zwischen p- und g-Arm hinsichtlich ihrer
Position im Zellkern humaner Fibroblasten besteht.

Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Daten mittels des Mann Whitney Rank Sum-Tests
ergab folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
p-Arm 23 -895.824 -806.226 p-q 0.312 0.59
g-Arm | 23 | -748.332 -680.073

Flr das aktive X-Chromosom ergibt sich bei Durchfihrung des Mann-Whitney Rank
Sum Test ein P-Wert von 0.312, fur das inaktive X-Chromosom ergibt sich ein P-Wert
von 0.59. Dies bedeutet, dass in beiden Chromosomen kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen dem p- und g-Arm bezuglich ihrer Lage im humanen
Fibroblastenzellkern vorhanden ist.

Schematisch ist die radiale Lokalisation von p- und g-Arm in der Abbildung 39
dargestellt.

A
Xa
Abbildung 39: Schematische Darstellung der
p q Ergebnisse der radialen Verteilung der p- und
g-Arme
B A: radiale Verteilung der p- und g-Arme des
. aktiven X-Chromosoms
Xi B: radiale Verteilung der p- und g-Arme des

inaktiven X-Chromosoms
Der Zellkernrand ist als schwarze Linie dargestellt

3.6.2 Ko-Lokalisation von Xp und Xqg im inaktiven X-Chromosom

Anhand von Maximum Intensity Projektionen der p- und g-Arme wurde festgestellt,
dass sich die beiden Arme im inaktiven X-Chromosom mehr uberlagern, als im
aktiven X-Chromosom (Abb.40). Um diese Kolokalisation zu quantifizieren, wurde
der sogenannte Manders-Koeffizient in 3D Bilderstapeln bestimmt (siehe Abschnitt
2.11.3).
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Abbildung 40: 3D Maximum Intensity Projektion der p-
und g-Arme des X-Chromosoms

Hierbei ergaben sich folgende Manders-Werte:

Kern | Ml1Xa |M2Xa | M1Xi | M2Xi
1 0.276 0.297 0.946 | 0.583
2 0.998 0.138 0.585 | 0.413
3 0.168 0.29 0.839 | 0.563
4 0.731 0.556 0.739 | 0.355
5 0.715 0.256 0.932 | 0.669
6 0.596 0.309 0.898 | 0.661
7 0.676 0.533 0.911 | 0.581
8 0.156 0.189 0.173 |1

9 0.144 0.416 0.725 | 0.394
10 0.815 0.329 0.669 | 0.391
11 0.697 0.48 0.657 | 0.453
12 0.675 0.322 0.864 | 0.693
13 0.713 0.554 0.78 0.552
14 0.617 0.484 0.776 | 0.497
15 0.61 0.383 0.716 | 0.549
16 0.465 0.504 0.806 | 0.893
17 0.379 0.087 0.908 | 0.649
18 0.233 0.171 0.389 | 0.214
19 0.706 0.397 0.793 | 0.563
20 0.86 0.41 0.947 | 0.676
21 0.832 0.368 0.824 | 0.58
22 0.586 0.24 0.818 | 0.82
23 0.659 0.488 0.789 | 0.892

Tabelle 4: Werte der Manders-Kolokalisationsanalyse

Die Manders-Werte liegen zwischen 0 und 1 (0% und 100%), wobei 0 keine Ko-
Lokalisation und 1 volle Ko-Lokalisation bedeutet. M1 zeigt an, wieviel Prozent des p-
Arms mit dem g-Arm kolokalisiert, M2 zeigt an, wieviel Prozent des g-Arms mit dem
p-Arm kolokalisiert. Die Werte, die diese Auswertung ergaben, zeigen, dass sich die
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beiden Chromosomen tatsachlich unterscheiden und Xp und Xq im inaktiven X-
Chromosom mehr Uberlagern als im aktiven X-Chromosom. Der Unterschied
zwischen den beiden Chromosomen ist statistisch signifikant. Schematisch kann
man nun, basierend auf den bisherigen Ergebnissen, Xp und Xqg im aktiven und
inaktiven X-Chromosom wie folgt darstellen:

Abbildung 41: Schematische
Xa Zusammenfassung der
Ergebnisse nach der Manders-
Co-Lokalisationsanalyse
p q A: p- und g-Arm des aktiven X-
Chromosoms
B: p- und g-Arm des inaktiven X-
Chromosoms, die Uberlagerung
der beiden Arme ist schematisch
als gelbe Wolke dargestellt.
Der Zellkernrand ist als schwarze
Linie dargestellt.

3.7 Radiale Verteilung und Strukturanalysen der unterteilten
Chromosomenarme des X-Chromosoms

3.7.1 Radiale Verteilung der unterteilten Chromosomenarme des X-
Chromosoms

Nachdem im vorherigen Versuch Xp und Xq als Ganzes untersucht wurden, wurde
hier nun eine Untergliederung in Xp1, Xp2, Xg1 und Xg2 vorgenommen, um eine
eventuelle bevorzugte Position von Untereinheiten der Arme des X-Chromosoms in
humanen Fibroblastenzellkernen zu eruieren. Dafur wurden die Pools aus dem
vorherigen Versuch in gleiche Teile aufgeteilt, verschieden gelabelt, auf humanen
Metaphasen in einer 2D-FISH getestet (Abb.42A,B) und anschlielend in einem 3D-
FISH-Experiment auf humanen Fibroblasten (Abb.42C,D) untersucht. Nach der
erfogreichen 3D-FISH wurden 25 Zellkerne an einem konfokalen Leica SP5 als 3D-
Bilderstapel aufgenommen, in ImagedJ prozessiert und anschlieBend mit eADS
ausgewertet.
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Abbildung 42: 2D- und 3D-FISH-Experiment mit den BAC-Pools pl, p2, ql und g2 fir die
unterteilten Chromosomenarme des X-Chromosoms

A DAPI-Farbung einer Metaphase, B 2D-FISH der p1-(rot), p2-(gelb), q1-(blau) und q2-BAC-Pools (grtin)
auf einer humanen Metaphase, C DAPI-Farbung eines humanen Fibroblastenzellkerns (Maximum Intensity
Projektion eines 3D-Bilderstapels), Pfeil: Barr-Body, D 3D-FISH der p1-(rot), p2-(gelb), q1-(blau) und q2-
BAC-Pools (griin) auf humane Fibroblastenzellkerne (Maximum Intensity Projektion eines 3D-
Bilderstapels)

Scalebar: 5um

Im aktiven X-Chromosom sieht man wieder eine deutliche Verschiebung des p-Arms
zur Zellkernmitte (Abb.43). Auch der erste Teil des g-Arms liegt deutlich weiter innen
als der Rest des g-Arms, der am Zellkernrand lokalisiert ist (Abb.43), wohingegen im
inaktiven X-Chromosom kein Unterschied zwischen den einzelnen Kurven zu
erkennen ist (Abb.44). Die radiale Position des p1-, p2- und q1-BAC-Pools in Xa ist
statistisch signifikant verschieden zur Position von g2 (P-Werte zwischen 0.017 und
0.001, siehe unten).
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Abbildung 43: Radiale Verteilung von p1l, p2, g1 und g2 des aktiven X-Chromosoms im
Zellkern humaner Fibroblasten

p1: rote Kurve, p2: orange Kurve,q1: blaue Kurve, q2: griine Kurve, HFb Nukleus: schwarze
Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 44: Radiale Verteilung von p1, p2, q1 und g2 des inaktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

p1: rote Kurve, p2: orange Kurve,q1: blaue Kurve, q2: griine Kurve, HFb Nukleus: schwarze Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

In der Abbildung 45 sind die bisherigen Ergebnisse zur radialen Verteilung der p- und
g-Arme des X-Chromosoms schematisch dargestellt.

Xa

Abbildung 45: Schematische
Darstellung des aktiven und inaktiven X-
p'] q2 Chromosoms nach der Untersuchung
der radialen Position der ,halben Arme*
in humanen Fibroblasten
A ,halbe Arme* Xa
B ,halbe Arme*“ Xi
Der Zellkernrand ist als schwarze Linie
dargestellt

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung anhand des Mann Whitney Rank Sum-Tests ergab
folgende Werte:
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; ; ; Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi

Pools n Median Xa | Median Xi

p1-p2 0.992 0.907
p1 25 | -764.853 -715.891

p1-q1 0.146 0.635
p2 25 | -736.546 -700.000

p1-g2 <0.001 0.211
g1 25 | -600.000 -776.209

p2-q1 0.171 0.522
g2 25 | -415.331 -600.000

p2-92 0.005 0.332

q1-g2 0.017 0.084

Die in Rot dargestellten P-Werte sind bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
statistisch signifikant.

3.7.2 Strukturanalyse der unterteilten Arme des X-Chromosoms

Um die Struktur der ,halben Arme* zu untersuchen, wurden die BAC-Pools aus dem
vorherigen Versuch mit dem Programm Distangles ausgewertet. Dieses Programm
bestimmt den Intensitatsschwerpunkt eines Signals in einem Farbkanal und
berechnet Distanzen und Winkel zu allen Intensitatsschwerpunkten der anderen
Farbkanale (Abb.46). Somit kann ein Uberblick Uber eventuelle Kondensation
(Distanzen) beziehungsweise Faltung (Winkel) der DNA erlangt werden.

p1 q1 q2
l 90 . . l
O O O ®

Abbildung 46: Schematische Darstellung der Intensity Gravity Center der unterteilten
Chromosomenarme des X-Chromosoms

3.7.2.1 Kompaktierung der unterteilten Chromosomenarme des X-

Chromosoms

Das Programm  Distangles errechnet Distanzen zwischen einzelnen
Intensitatsschwerpunkten der verschiedenen Farbkanale. Hier wurden die vier BAC-
Pools p1, p2, g1 und g2 untersucht (Abb.46), um festzustellen, ob es einen
Unterschied in den Distanzen zwischen dem aktiven und dem inaktiven X-
Chromosom gibt. Es wurden 25 Zellkerne untersucht.

In der Abbildung 47 sind die gemittelten Distanzen zwischen den einzelnen
Intensitatsschwerpunkten schematisch dargestellt. Wie deutlich zu sehen ist, sind die
Distanzen des inaktiven X-Chromosoms sehr viel kurzer, als die Distanzen zwischen
den Intensitatsschwerpunkten des aktiven X-Chromosoms. Berechnet man die
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absolute Lange aus den einzelnen Distanzen ergibt sich eine Lange von 3563.34 nm
fur das aktive X-Chromosom und eine Lange von 1902 nm fur das inaktive X-
Chromosom. Damit ist das aktive X-Chromosom, geht man von einer linearen
Struktur aus, um 47% langer als das inaktive X-Chromosom. Der Unterschied
zwischen den einzelnen Distanzen ist statistisch signifikant (P-Werte siehe unten).

Xa Xi
Xa o _0 ____0_ 0 ®—0 846.7 nm  389.1 nm
O—0O 1433.04nm 635.6 nm
Xi OmOmmOu——® @ —@® 12836nm 877.3nm

Abbildung 47: Darstellung der absoluten Distanzen zwischen den Intensity Gravity Centern der
unterteilten Chromosomenarme des X-Chromosoms

links: maRstabsgetreue Abbildung der Distanzen des aktiven und inaktiven X-Chromosoms

rechts: Auflistung der Distanzen des aktiven und inaktiven X-Chromosoms
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BAC-Pools

Betrachtet man die Verteilung der einzelnen Distanzen und ihre Mediane (Abb.48) ist
ein ebenfalls ein deutlicher Unterschied zwischen dem aktiven und dem inaktiven X-
Chromosom zu erkennen. Die Distanzen im inaktiven X-Chromosom besitzen eine
weitaus geringere Spannweite und Variabilitdt als die Distanzen im aktiven X-
Chromosom.
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Statistische Auswertung:

Um auszuschlie3en, dass es sich hier um eine zufallige Verteilung der Distanzen
handelt, wurde der Mann Whitney Rank Sum-Test durchgefliihrt. Er ergab folgende
Werte:

Pools n Mean Xa Mean Xi | Median Xa | Median Xi | P-Wert
p1-p2 25 | 846.672 389.099 | 777.743 351.124 <0.001
p2-q1 25 | 1433.04 635.622 | 1458.493 636.258 <0.001
ql-g2 25 | 1283.597 | 877.263 | 1303.911 841.167 0.003

Die in Rot dargestellten P-Werte sind bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
statistisch signifikant.

3.7.2.2 Faltung der unterteilten Chromosomenarme des X-Chromosoms

Neben der Kompaktierung sollte die Frage geklart werden, ob die einzelnen
Teilsticke der Arme des aktiven und inaktiven X-Chromosoms gefaltet oder eher
linear vorliegen. Daher wurden wieder die Intensitatsschwerpunkte der BAC-Pools
p1, p2, g1 und g2 (Abb.49A) untersucht und diesmal die Winkel zwischen den
einzelnen Punkten mit dem Programm Distangles bestimmt. Dabei konnte
beobachtet werden, dass der Winkel p1-p2-g1 im inaktiven X-Chromosom statistisch
signifikant (P-Werte siehe unten) kleiner ist, als der korrespondierende Winkel im
aktiven X-Chromosom (Xi: 36.933°, Xa: 64.3°) (Abb.49B). Das heil3t, das inaktive X-
Chromosom ist an dieser Stelle enger gefaltet als das aktive X-Chromosom
(Abb.49C). Der Winkel p2-g1-q2 ist im inaktiven X-Chromosom durchschnittlich
groflder als im aktiven X-Chromosom (Xi: 93.193°, Xa: 78.54°). Dieser Unterschied ist
allerdings nicht statistisch signifikant.

Desweiteren wurden die Distanzen zwischen den Intensitatsschwerpunkten des
ersten und des letzten BAC-Pools (p1 und g2) des aktiven und des inaktiven X-
Chromosoms miteinander verglichen, um zu untersuchen, ob sich die Telomere
annahern und somit eine Faltung des X-Chromosoms nachzuweisen ist. Hierbei kam
heraus, das die Distanzen im aktiven X-Chromosom statistisch signifikant groRRer
sind als im inaktiven X-Chromosom (P=0.004).

Statistische Auswertung:

Um die Winkel und die Distanzen auf ihre statistische Signifikanz zu Uberprifen
wurde der Mann Whitney Rank Sum-Test durchgefuhrt. Er ergab folgende Werte:
Winkel:

Pools n Mean Xa Mean Xi Median Xa Median Xi P-Wert
p1—-p2-q1 25 | 64.304 36.933 53.083 79.197 0.048
p2-ql1-qg2 |25 | 78.539 93.193 30.806 87.433 0.269
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Distanzen:
Pools n Mean Xa Mean Xi Median Xa | Median Xi P-Wert
p1—-92 25 | 1526.8623 | 919.138 1354 .58 877.165 0.004

Der in Rot dargestellte P-Wert ist bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
statistisch signifikant.

A

@ o—0—0

IGCp1 IGCp2 IGCq1 IGC q2

B Xxa C Xi

Abbildung 49: Schematische Darstellung der Winkel zwischen den Intensity Gravity Centern der
unterteilten Chromosomenarme des X-Chromosoms
A lineare Darstellung

B und C Malistabsgetreue Darstellung der durchschnittlichen Winkel zwischen den Intensity Gravity Centern der
shalben Arme*“ des aktiven (B) und inaktiven (C) X-Chromosoms.

3.7.2.3 Zusammenfassende Darstellung der Distanzen und Winkel zwischen

den Intensitatsschwerpunkten der halben Arme

In der Abbildung 50 sind die errechneten durchschnittlichen Distanzen und Winkel in
einer schematischen Darstellung gezeigt. Die schwarz gezeichneten Distanzen
sowie die Winkel sind wirklichkeitstreu dargestellt.
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A |
¢—0O—0—0

IGC p1 IGCp2 I1GCq1 IGC g2

B Xa C Xi

Abbildung 50: Zusammenfassende schematische Darstellung der Distanzen und Winkel zwischen den
Intensity Gravity Centern der unterteilten Chromosomenarme des X-Chromosoms

A lineare Darstellung

B und C Darstellung der Distanzen und Winkel zwischen den Intensity Gravity Centern der ,halben Arme® des
aktiven (B) und inaktiven (C) X-Chromosoms. Die schwarzen Linien sowie die Winkel sind mafstabsgetreu
dargestellt.

3.8 Das X-Chromosom in 10Mb-Stucken

3.8.1 Radiale Verteilun r 10Mb-Stick mten X-Chrom

Nachdem die vorangegangenen Versuche gezeigt haben, dass sich bestimmte
Bereiche des (aktiven) X-Chromosoms tendenziell weiter zur Zellkernmitte hin
orientieren, wurde das X-Chromosom in 15 10Mb grol3e Stlicke (Pool 1-15) und ein
5Mb (Pool 16) grolRes Stuck aufgeteilt und BAC-Pools erstellt, die in 1Mb-Schritten
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das gesamte X-Chromosom abdecken, um die Bereiche, die mehr im Inneren des
Zellkerns liegen genauer lokalisieren zu konnen. In 5 verschiedenen Versuchen, die
jeweils 4 angrenzende BAC-Pools beinhalten und jeweils einen Uberlappenden Pool
wurde das gesamte X-Chromosom untersucht (Abb.51).

A

1 I
i0Mb 20Mb 30Mb 40Mb 50Mb 60Mb 70Mb 80Mb 90Mb 100Mb 110Mb 120Mb 130Mb 140Mb 150Mb
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RIDGE cen RIDGE

B messm—
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]
Versuch 2 [ S
e E———

Versuch 5

Versuch 1

Versuch 3
c Versuch 4

Abbildung 51: Schematische Darstellung der 10Mb-Pools

A Ideogramm des humanen X-Chromosoms

B Aufteilung der 10Mb-Pools in den verschiedenen Versuchsanséatzen
C Gendichte des X-Chromosoms in 1Mb-Schritten

Von jedem Versuch wurden 2D-FISH-Experimente gemacht und anschlief3end, nach
einer erfolgreichen Hybridisierung 3D-FISH-Experimente von denen zwischen 20 und
30 Zellkerne als 3D-Bilderstapel an einem konfokalen Leica SP5 aufgenommen, in
ImagedJ bearbeitet und mit dem Programm eADS ausgewertet wurden. Eine
Beispielabbildung einer 2D-FISH und einer 3D-FISH ist in Abbildung 52 zu sehen.

Abbildung 52: Beispiel einer 2D- und 3D-FISH mit 10Mb-Pools
A X-Chromosom nach einer 2D-FISH mit Sonden fiir die ersten 40Mb des X-Chromosoms
B Z-Projektion der DAPI-Farbung nach der 3D-FISH

C Z-Projektion der Signale der ersten 4 10Mb-Pools nach der 3D-FISH
Scalebar: 5um
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3.8.1.1 Radiale Verteilung von Mb 1 — Mb 40 des X-Chromosoms (Versuch 1)

Im ersten Teil dieses Versuchs wurden die ersten 40Mb des X-Chromosoms
(Abb.51B) auf Xp hinsichtlich ihrer radialen Verteilung innerhalb des
Fibroblastenzellkerns untersucht. Die Gendichte innerhalb dieser 40Mb betragt 6.3
Gene/Mb und liegt damit unter der durchschnittlichen Gendichte des X-Chromosoms
(8.6 Gene/Mb). Ansonsten sind in diesem Teil des X-Chromosoms keine
Besonderheiten vorhanden. In den Abbildungen 53 und 54 sind die Ergebnisse der
radialen Auswertung mit dem Programm eADS dargestellt. Es wurden 26 Zellkerne
ausgewertet.

Im aktiven X-Chromosom (Abb.53) fallt auf, dass die Werte des zweiten BAC-Pools
(11-20Mb, blaue Kurve) etwas weiter innerhalb des Zellkerns liegen als die Werte der
anderen BAC-Pools. Vergleicht man die Werte des 11-20Mb-BAC-Pools mit denen
des 21-30Mb-BAC-Pools (griine Kurve) bekommt man einen statistisch signifikanten
Unterschied (P=0.049). Zwischen den anderen Pools liegt kein statistisch
signifikanter Unterschied vor (P-Werte siehe unten).

Im inaktiven X-Chromosom (Abb.54) unterscheiden sich die Werte der einzelnen
BAC-Pools nicht signifikant voneinander (P-Werte siehe unten).
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Abbildung 53: radiale Verteilung von Mb 1 — Mb 40 des aktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

1Mb — 10Mb: rote Kurve, 11Mb — 20Mb: blaue Kurve, 21Mb — 30Mb: grine Kurve, 31 — 40Mb:
braune Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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=8=1-10Mb
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Abbildung 54: radiale Verteilung von Mb 1 — Mb 40 des inaktiven X-Chromosoms im
Zellkern humaner Fibroblasten
1Mb — 10Mb: rote Kurve, 11Mb — 20Mb: blaue Kurve, 21Mb — 30Mb: griine Kurve, 31 — 40Mb:
braune Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve
Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

Statistische Auswertung
Mittels des Mann Whitney Rank Sum-Tests wurde untersucht, ob sich die einzelnen
BAC-Pools hinsichtlich ihrer radialen Verteilung innerhalb des Fibroblastenzellkerns
unterscheiden oder ob sie zufallig verteilt sind. Er ergab folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi
1-10Mb 26 | -697.511 -687.095
11-20Mb 26 | -808.407 -738.969
21-30Mb 26 | -537.540 -679.866
31-40Mb 26 | -643.039 -669.343

Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
1-10Mb - 11-20Mb 0.949 0.595
1-10Mb - 21-30Mb 0.056 0.536
1-10Mb - 31-40Mb 0.426 0.826
11-20Mb - 21-30Mb | 0.049 0.269
11-20Mb — 31-40Mb | 0.385 0.634
21-30Mb — 31-40Mb | 0.288 0.408

Der in Rot dargestellte P-Wert ist bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
statistisch signifikant.

106




Ergebnisse

3.8.1.2 Radiale Verteilung von Mb 31 — Mb 70 des X-Chromosoms (Versuch 2)

Im zweiten Teil des Versuches wurde die Region von Mb 31 bis Mb 70 untersucht.
Innerhalb dieser Region befinden sich das RIDGE Xp, welches von dem BAC-Pool
41-50Mb umspannt wird, sowie das Centromer des X-Chromosoms (Abb.51B). Die
Gendichte innerhalb dieser 40Mb betragt 9.4 Gene/Mb und liegt somit Uber der
durchschnittlichen Gendichte des X-Chromosoms (8.6 Gene/Mb). In die Auswertung
mit dem Programm eADS wurden 24 Zellkerne einbezogen.

Im aktiven X-Chromosom sind alle BAC-Pools dieses Versuchs nahezu gleich im
Zellkern verteilt (Abb.55). Der BAC-Pool 51-60Mb, der an das RIDGE anschlief3t und
zum Centromer hin geht ist etwas mehr nach Innen verlagert. Allerdings ist dieser
Unterschied nicht statistisch signifikant verschieden (P-Werte siehe unten).
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Abbildung 55: radiale Verteilung von Mb 31 — Mb 70 des aktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

31Mb — 40Mb: braune Kurve, 41Mb — 50Mb: rote Kurve, 51Mb — 60Mb: blaue Kurve, 61 — 70Mb:
grine Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

Im inaktiven X-Chromosom sieht die Situation ahnlich aus. Auch hier sind keine
Unterschiede zwischen den einzelnen BAC-Pools hinsichtlich ihrer radialen
Verteilung im Zellkern humaner Fibroblasten zu sehen (Abb.56).
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Abbildung 56: radiale Verteilung von Mb 31 — Mb 70 des inaktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

31Mb — 40Mb: braune Kurve, 41Mb — 50Mb: rote Kurve, 51Mb — 60Mb: blaue Kurve, 61 — 70Mb: griine
Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

Statistische Auswertung:

Auch hier wurde der Mann Whitney Rank Sum-Test durchgeflihrt. Er ergab folgende
Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
31-40Mb 24 | -535.365 -555.875 31-40Mb — 41-50Mb | 0.711 0.293
41-50Mb 24 | -594.395 -573.591 31-40Mb — 51-60Mb | 0.680 0.984
51-60Mb 24 | -620.998 -593.221 31-40Mb — 61-70Mb | 0.695 0.680
61-70Mb 24 | -578.424 -509.917 41-50Mb — 51-60Mb | 0.926 0.386
41-50Mb — 61-70Mb | 0.885 0.464
51-60Mb — 61-70Mb | 0.926 0.773

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% liegt kein signifikanter Unterschied vor.
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3.8.1.3 Radiale Verteilung von Mb 61 — Mb 100 des X-Chromosoms (Versuch 3)

Der dritte Teil des Versuchs erstreckt sich von Mb 61 bis Mb 100 des X-
Chromosoms. In diesem Bereich liegt die Gendichte bei lediglich 5.4 Genen/Mb. Es
handelt sich hierbei um eine der genarmsten Regionen des X-Chromosoms. Die
radiale Verteilung der verschiedenen BAC-Pools innerhalb des Fibroblastenzellkerns
wurde anhand des Programms eADS ermittelt. In die Auswertung wurden 25
Zellkerne einbezogen.

In den Abbildungen 57 und 58 sind die Ergebnisse dieser Auswertung zu sehen. Hier
kann man weder im aktiven (Abb.57) noch im inaktiven (Abb.58) X-Chromosom
Unterschiede in der radialen Verteilung der BAC-Pools erkennen. Alle Pools sind
zufallig verteilt (P-Werte siehe unten).

50 9

=9=51-70Mb
=9=71-80Mb
=o=381-90Mb
=—8=31-100Mb
=&=HFb Nukleus

relativer DNA-Gehalt in %

-2200 -2000 -1800 -1600 -1400 -1200 -1000 -800 -600 -400 -200 200

Distanz zur Zellkernoberflache in nm

Abbildung 57: radiale Verteilung von Mb 61 — Mb 100 des aktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

61Mb — 70Mb: grine Kurve, 71Mb — 80Mb: braune Kurve, 81Mb — 90Mb: rote Kurve, 91 — 100Mb: blaue
Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 58: radiale Verteilung von Mb 61 — Mb 100 des inaktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

61Mb — 70Mb: griine Kurve, 71Mb — 80Mb: braune Kurve, 81Mb — 90Mb: rote Kurve, 91 — 100Mb: blaue
Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

Statistische Auswertung
Um eine nicht zufallige Verteilung der BAC-Pools hier ausschlielden zu kdnnen wurde
der Mann Whitney Rank Sum angewandt und ergab folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
61-70Mb 25 | -514.684 -600.333 61-70Mb — 71-80Mb 0.655 0.473
71-80Mb 25 -647.765 -541.202 61-70Mb — 81-90Mb 0.793 0.295
81-90Mb 25 -492.849 -482.597 61-70Mb — 91-100Mb | 0.641 0.600
91-100Mb | 25 -624.820 -576.975 71-80Mb — 81-90Mb 0.372 0.516
71-80Mb — 91-100Mb | 0.869 0.187
81-90Mb — 91-100Mb | 0.541 0.060

3.8.1.4 Radiale Verteilung von Mb 91 — Mb 130 des X-Chromosoms (Versuch 4)

Der vierte Teil dieses Versuchs erstreckt sich von Mb 91 bis Mb 130 und beinhaltet
sowohl genreichere als auch genarmere Regionen (Abb.51B). Die Gendichte liegt
deshalb bei 7.5 Genen/Mb, was der durchschnittichen Gendichte des X-
Chromosoms (8.6 Gene/Mb) sehr nahe kommit.

In die Auswertung mit dem Programm eADS wurden 23 Zellkerne einbezogen. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 59 und 60 gezeigt.
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Abbildung 59: radiale Verteilung von Mb 91 — Mb 130 des aktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

91Mb — 100Mb: blaue Kurve, 101Mb — 110Mb: griine Kurve, 111Mb — 120Mb: braune Kurve, 121 —
130Mb: rote Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 60: radiale Verteilung von Mb 91 — Mb 130 des inaktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

91Mb — 100Mb: blaue Kurve, 101Mb — 110Mb: griine Kurve, 111Mb — 120Mb: braune Kurve, 121 — 130Mb:
rote Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Die BAC-Pools von 91-130Mb auf dem aktiven X-Chromosom zeigen keine
Unterschiede hinsichtlich ihrer Verteilung innerhalb des Zellkerns humaner
Fibroblasten (P-Werte siehe unten).

Im inaktiven X-Chromosom liegt der Pool 101-110Mb signifikant weiter innen als der
Pool 121-130Mb. Zwischen den anderen BAC-Pools besteht kein Unterschied in
ihrer radialen Position im Zellkern (P-Werte siehe unten).

Pools n Median Xa | Median Xi Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
91-100Mb | 23 | -300.000 -632.772 91-100Mb — 101-110Mb | 0.244 0.455
101-110Mb | 23 | -432.897 -585.577 91-100Mb — 111-120Mb | 0.895 0.801
111-120Mb | 23 | -335.261 -545.985 91-100Mb — 121-130Mb | 0.921 0.079
121-130Mb | 23 | -332.566 -460.977 101-110Mb — 111-120Mb | 0.121 0.380
101-110Mb — 121-130Mb | 0.318 0.017
111-120Mb — 121-130Mb | 0.758 0.160

Der in Rot dargestellte P-Wert ist bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
statistisch signifikant.

3.8.1.5 Radiale Verteilung von Mb 121- Mb 155 des X-Chromosoms (Versuch
5)

Im fanften und letzten Teil des Versuches wurde die Region von 121-155Mb
untersucht. Der letzte BAC-Pool (Pool 16) ist kein 10Mb-Pool, sondern umspannt
lediglich die letzten 5Mb des X-Chromosoms und somit das RIDGE Xq. AuRerdem
befindet sich in diesem Abschnitt die pseudoautosomale Region 2 (Abb.51B). Hier
wurden 23 Zellkerne mittels eADS ausgewertet.

Sowohl im aktiven (Abb.61) als auch im inaktiven (Abb.62) X-Chromosom kann kein
statistisch signifikanter Unterschied in der Verteilung der einzelnen BAC-Pools
innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten nachgewiesen werden (P-Werte siehe
unten). Demnach liegt das RIDGE Xq nicht weiter im Inneren des Zellkerns als die
genarmen Bereiche, die die anderen Pools umspannen.
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Abbildung 61: radiale Verteilung von Mb 121 — Mb 155 des aktiven X-Chromosoms im Zellkern
humaner Fibroblasten

121Mb — 130Mb: rote Kurve, 131Mb — 140Mb: blaue Kurve, 141Mb — 150Mb: griine Kurve, 151 —
155Mb: braune Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 62: radiale Verteilung von Mb 121 — Mb 155 des inaktiven X-Chromosoms im Zellkern humaner
Fibroblasten

121Mb — 130Mb: rote Kurve, 131Mb — 140Mb: blaue Kurve, 141Mb — 150Mb: griine Kurve, 151 — 155Mb: braune
Kurve, HFb Nukleus: hellblaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Statistische Auswertung:
Der Mann Whitney Rank Sum-Test ergab folgende Ergebnisse:

Pools n Median Xa | Median Xi Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
121-130Mb | 24 | -452.659 -449.889 121-130Mb — 131-140Mb | 0.318 0.725
131-140Mb | 24 | -433.705 -335.261 121-130Mb — 141-150Mb | 0.750 0.350
141-150Mb | 24 | -505.371 -353.553 121-130Mb — 151-155Mb | 0.904 0.991
151-155Mb | 24 | -441.475 -406.079 131-140Mb — 141-150Mb | 0.429 0.733
131-140Mb — 151-155Mb | 0.292 0.676
141-150Mb — 151-155Mb | 0.767 0.263

3.8.1.6 Schematische Zusammenfassung der radialen Verteilung der 10Mb-

Pools des gesamten X-Chromosoms

In der Abbildung 63 sind die Distanzen der einzelnen 10Mb-BAC-Pools von 1-155Mb
dargestellt. Wie man deutlich erkennen kann, besteht kein grofder Unterschied in der
radialen Verteilung der Pools sowohl innerhalb des aktiven (Abb.63A) und des
inaktiven (Abb.63B) X-Chromosoms als auch zwischen den beiden Chromosomen
(Abb.63C).
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Abbildung 63: Darstellung der durchschnittlichen Distanzen der 10-Mb-Pools vom Zellkernrand zur
Zellkernmitte

A Xa, B Xi, C Uberlagerung von Xa und Xi

Distanzen in nm, doppelte Punkte entsprechen den Uberlappend verwendeten Pools

3.8.2 trukturanal nder 10 Mb-Pool mten X-Chrom

Die Struktur der 10Mb-BAC-Pools wurde mit dem Programm Distangles untersucht.
Dieses Programm bestimmt den Intensitatsschwerpunkt eines Signals (Abb.64) in
einem Farbkanal und berechnet Distanzen und Winkel zu allen
Intensitatsschwerpunkten der anderen Farbkanale. Somit kann ein Uberblick Uber
eventuelle Kondensation (Distanzen) beziehungsweise Faltung (Winkel) der DNA
erlangt werden. Hierfur wurden die 3D-Bilderstapel aus den vorherigen Versuchen
ausgewertet.

e LTTITEETTLTTT]

Abbildung 64: Schematische Darstellung der Intensity Gravity Center der 10Mb-Pools des
gesamten X-Chromosoms

3.8.2.1 Kompaktierung des X-Chromosoms

Das Programm  Distangles errechnet Distanzen zwischen einzelnen
Intensitatsschwerpunkten der verschiedenen Farbkanale. Hier wurden die
Intensitatsschwerpunke der 16 BAC-Pools untersucht (Abb.64), um festzustellen, ob
es einen Unterschied in den Distanzen und somit in der Kompaktierung zwischen
dem aktiven und dem inaktiven X-Chromosom gibt. In der Abbildung 65 sind die
absoluten Distanzen zwischen den einzelnen BAC-Pools wirklichkeitsgetreu in 2D
dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Xa 00— —0-0—0- 000 —0-@-0-C  99859nm
PA-R1 E ™ pAR2
. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
Xi 00— 00— -0-0-0- 000~ -0-8-0—0O 8582nm

- —

PAR1 cen "~ pAR2

Abbildung 65: MaR3stabsgetreue Darstellung der absoluten Distanzen zwischen den Intensity
Gravity Centern der 10Mb-Pools des aktiven und inaktiven X-Chromosoms
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Das aktive X-Chromosom hat eine absolute Lange von 9985.9nm in 2D, das inaktive
X-Chromosom ist 8582nm lang. Das entspricht einem Unterschied von 14.06%. Die
Distanzen zwischen den BAC-Pools 4 und 5 des aktiven und des inaktiven X-
Chromosoms besteht ein signifikanter Unterschied. Das heif3t, das RIDGE auf dem
aktiven X-Chromosom ist weniger kompakt als das RIDGE auf dem inaktiven X-
Chromosom (P=0.038). Des Weiteren bestehen signifikante Unterschiede zwischen
den Distanzen der BAC-Pools 6 und 7 (P=0.001), welche das Centromer des X-
Chromosoms umspannen und zwischen den BAC-Pools 9-10 (P=0.010) sowie 10-
11. (P=0.012). Die Distanzen des inaktiven X-Chromosoms sind jeweils kurzer als
die des aktiven X-Chromosoms. Geht man von einer Lange von 0.34nm/Basenpaar
aus (Wakelin, McFadyen et al. 1984) und von einer genomischen Lange zwischen
den Intensitatsschwerpunkten der 10Mb-Sticke von ca 150Mb hat das X-
Chromosom eine genomische Lange in der 2nm-Fiber von 51mm. Nun wurden
physikalische Langen von 9985.9nm fur das aktive X-Chromosom und 8582nm fur
das inaktive @ X-Chromosom anhand der Distanzen zwischen den
Intensitatsschwerpunkten berechnet. Dies bedeutet somit eine Kompaktierung des
aktiven X-Chromosoms um den Faktor 5107 und eine Kompaktierung des inaktiven
X-Chromosoms um den Faktor 5943. Das inaktive X-Chromosom ist somit mehr als
800fach komprimierter als das aktive X-Chromosom.

Statistische Auswertung
Um eine zufallige Verteilung der Werte ausschlielen zu kénnen, wurde der Mann
Whitney Rank Sum-Test durchgeflhrt. Er ergab folgende Werte:

Pools n Mean Xa | Mean Xi | Median Xa | Median Xi | P-Wert
IGC Pool 1 - IGC Pool 2 26 | 760.921 946.703 | 709.065 865.010 0.122
IGC Pool 2 - IGC Pool 3 26 | 716.211 708.077 | 624.615 635.242 0.819
IGC Pool 3 — IGC Pool 4 26 | 917.713 826.397 | 810.112 780.722 0.448
IGC Pool 4 — IGC Pool 5 24 | 743.542 504.090 | 701.964 545.697 0.038
IGC Pool 5 - IGC Pool 6 24 | 646.808 529.180 | 593.414 456.500 0.130
IGC Pool 6 — IGC Pool 7 24 | 949.596 533.935 | 797.897 408.786 0.001
IGC Pool 7 — IGC Pool 8 25 | 532.795 511.210 | 506.450 449.531 0.756
IGC Pool 8 — IGC Pool 9 25 | 525.491 557.361 544.512 540.694 0.801
IGC Pool 9 — IGC Pool 10 25 | 543.030 358.603 | 517.014 331.794 0.010
IGC Pool 10 — IGC Pool 11 | 23 | 554.811 378.484 | 566.778 400.194 0.012
IGC Pool 11 — IGC Pool 12 | 23 | 664.634 505.942 | 573.667 485.509 0.244
IGC Pool 12 — IGC Pool 13 | 23 | 663.471 583.608 | 569.242 457.925 0.404
IGC Pool 13 —IGC Pool 14 | 24 | 612.557 389.553 | 496.215 375.792 0.089
IGC Pool 14 —IGC Pool 15 | 24 | 639.560 470.413 | 600.475 432.869 0.085
IGC Pool 15— IGC Pool 16 | 24 | 514.802 378.595 | 358.500 360.824 0.130
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3.8.2.2 Faltung des gesamten X-Chromosoms

Es wurde untersucht, ob die einzelnen 10Mb-Teilsticke des aktiven und inaktiven X-
Chromosoms gefaltet oder eher linear vorliegen. Daher wurden wieder die
Intensitatsschwerpunkte der 16 BAC-Pools untersucht und diesmal die Winkel
zwischen den einzelnen Punkten mit dem Programm Distangles bestimmt. Dabei
wurde beobachtet, dass die Winkel zwischen den IGCs des aktiven X-Chromosoms
durchschnittlich gréler sind, als die Winkel des inaktiven X-Chromosoms. In der
Abbildung 66 sind die durchschnittlichen Winkel in 2D schematisch dargestellt. Die
ockerfarbenen Kreise zeigen die Ubergange zwischen den einzelnen Versuchen fiir
die keine Winkel zur Verfugung stehen. Die gelb eingefarbten Winkel unterscheiden
sich statistisch signifikant voneinander. Auffallig ist hier, dass das aktive X-
Chromosom an der Stelle, an der sich das RIDGE Xp befindet (Winkel 4-5-6, Abb.66)
deutlich mehr gedffnet ist als die korrespondierende Stelle auf dem inaktiven X-
Chromosom. Der zweite Winkel, der statistisch signifikant groRer auf dem aktiven X-
Chromosom ist als auf dem inaktiven befindet sich auf Xq in einer eher genarmen
Region (Winkel 7-8-9, Abb.66) mit einer mittleren Gendichte von lediglich 5.4
Genen/Mb. Die durchschnittlichen Winkel sind in der statistischen Auswertung
aufgelistet.

\M\M

Abbildung 66: MaRRstabsgetreue 2D-Darstellung der Winkel zwischen den Intensity Gravity
Centern der 10Mb-Pools
beige Kreise: Ubergang zwischen den Experimenten, deswegen keine Winkelberechnung méglich

Statistische Auswertung:
Um die verschiedenen Winkel auf ihre Zufalligkeit zu testen wurde der Mann Whitney
Rank Sum-Test durchgeflhrt. Er ergab folgende Werte:
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Winkel Mean Xa | Mean Xi Median Xa | Median Xi | P-Werte Xa - Xi
1-2-3 77.893 75.913 75.819 80.548 0.949
2-3-4 100.157 77.910 103.157 72.332 0.077
4-5-6 83.125 40.695 71.121 23.952 <0.001
5-6-7 113.654 98.874 123.709 116.657 0.298
7-8-9 109.035 79.768 110.809 91.156 0.036
8-9-10 47.656 52.806 37.931 29.872 0.801
10-11-12 | 46.160 33.469 34.533 32.536 0.292
11-12-13 | 79.939 91.632 79.650 96.796 0.429
13-14-15 | 73.032 70.853 68.819 72.831 0.703
14-15-16 | 70.109 51.951 56.371 40.414 0.252

Die in Rot dargestellten P-Werte sind bei einer Irtumswahrscheinlichkeit von 5%
statistisch signifikant unterschiedlich.

3.8.2.3 Verschiedene Strukturen der 10Mb-Stilicke

Bei der Durchsicht der 3D-Bilderstapel sind verschiedene Strukturen der einzelnen
10Mb-BAC-Pools aufgefallen. Diese Strukturen wurden in einzelne Klassen unterteilt
und ausgezahlt. Die Klassen sind:

Knauel (Abb.67A)

Hufeisen (Abb.67B)

linear (Abb.67C)

Schlaufe (Abb.67D)

O O O O

“Knauel” “Hufeisen”™ “linear” “Schlaufe”

Abbildung 67: Verschiedene Strukturen der 10Mb-Pools
A ,Knauel“, B ,Hufeisen®, C ,linear, D ,Schlaufe®

Insgesamt wurden 488 Bilderstapel mit Signalen des aktiven X-Chromosoms und
488 Bilderstapel mit Signalen des inaktiven X-Chromosoms ausgezahlt. Dabei fiel
auf, dass sowohl im aktiven als auch im inaktiven X-Chromosom die Konformation
,Knauel“ am haufigsten vertreten ist (Xa: 46.9%, Xi: 56.9%). Das ,Hufeisen” und die
Jineare” Struktur sind bei ca a2 der Bilderstapel zu beobachten. Am geringsten
vorhanden ist somit die ,Schlaufe®, die im aktiven X-Chromosom lediglich bei 8.7%
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und im inaktiven X-Chromosom bei 7.3% der Signale zu sehen ist. Eine genaue
Auflistung aller prozentualen Anteile findet sich in Tabelle 5.

n gesamt | ,Knauel* n/% | ,Hufeisen“ n/% | ,linear* n/% | ,Schlaufe* n/%
Xa 488 229/46.9 119/24.3 98/20.1 42 /8.7
Xi 488 277156.9 90/18.4 85/17.4 36/7.3

Tabelle 5: Haufigkeiten der verschiedenen Strukturen der 10Mb-Stiicke

3.9 Radiale Verteilung von Bereichen mit unterschiedlicher
Gendichte

3.9.1 Radiale Verteilung genreicher und genarmer Bereiche des gesamten X-
hrom ms innerhalb eines 2Mb-Fenster

In diesem Versuch sollte der Einfluss der Gendichteumgebung auf die Lokalisation
von BACs innerhalb des Chromosomenterritoriums und innerhalb des
Fibroblastenzellkerns untersucht werden. Hierfir wurden zunachst BACs
ausgewahlt, die genreich (n=50) beziehungsweise genarm (n=129) innerhalb eines
2Mb-Fensters sind (siehe Abschnitt 3.1.2.4). Aus den ausgewahlten BACs wurden
ein genreicher und ein genarmer Pool erstellt, die das gesamte X-Chromosom
abdecken. Nach dem erfolgreichen Testen der BAC-Pools in einer 2D-FISH auf
humanen Metaphasen (siehe Abb.68A) wurde eine 3D-FISH durchgeflihrt, bei der
die beiden Pools zusammen mit einer paint-Sonde flur das humane X-Chromosom
auf fixierte Fibroblasten hybridisiert wurden (Abb.68B,C). AnschlieRend wurden von
25 Zellkernen 3D-Bilderstapel an einem konfokalen Leica SP2 aufgenommen, in
ImagedJ fur das Programm eADS vorbereitet und schliel3lich ausgewertet.

genarme

Abbildung 68: Beispiele fir eine 2D- und 3D-FISH mit DNA-Sonden fir genarme und genreiche
Bereiche innerhalb des 2Mb-Gendichtefensters

A Metaphase nach einer 2D-FISH

B Z-Projektion der DAPI-Farbung und des X-paints nach einer 3D-FISH

C Z-Projektion der genarmen und genreichen Bereiche nach einer 3D-FISH

Scalebar: 5um
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3.9.1.1 In Bezug auf das Chromosomenterritorium

In den Abbildungen 69 und 70 ist zu erkennen, dass sich die genreichen und
genarmen Bereiche sowohl im aktiven als auch im inaktiven X-Chromosom nahezu
gleich verteilen. Auch zur jeweiligen Verteilung des Chromosomenterritoriums findet
sich kein statistisch signifikanter Unterschied (siehe unten).

100 -
90
80
70

60

—=CT Xa
=8=genreiche Bereiche
=®=genarme Bereiche

50

40

relativer DNA-Gehalt in %

30

20

-800 -600 -400 -200 0 200 400 600 800
Distanz zur CT-Oberfléche in nm

Abbildung 69: radiale Verteilung der genreichen und genarmen Bereiche (2Mb-Gendichtefenster) des
aktiven X-Chromosoms innerhalb des Chromosomenterritoriums
genreiche Bereiche: rote Kurve, genarme Bereiche: griine Kurve, CT Xa: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des CTs (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 70: radiale Verteilung der genreichen und genarmen Bereiche (2Mb-Gendichtefenster)

des inaktiven X-Chromosoms innerhalb des Chromosomenterritoriums
genreiche Bereiche: rote Kurve, genarme Bereiche: griine Kurve, CT Xi: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des CTs
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

Statistische Auswertung:
Um die jeweiligen Werte auf ihre statistisch signifikante Unterschiedlichkeit zu testen,
wurde der Mann Whitney Rank Sum-Test angewandt. Er ergab folgende Ergebnisse:

Pools n Median Xa | Median Xi

Pool genreich2Mb | 25 | -50.000 -141.421

Pool genarm 2Mb 25 | 100.000 -70.711

CT 25 | -70.711 -111.803

Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
Pool genreich 2Mb — Pool genarm 2Mb | 0.985 0.086

Pool genreich 2Mb — CT 0.992 0.662

Pool genarm 2Mb — CT 0.938 0.103

Keiner der ermittelten P-Werte weist bei einer Irtumswahrscheinlichkeit von 5% auf
eine nicht zufallige Verteilung der BAC-Pools innerhalb der Chromosomenterritorien

hin.
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3.9.1.2 In Bezug auf den Fibroblastenzellkern

Hier wurde die radiale Verteilung der innerhalb eines 2Mb-Fensters genarmen und
genreichen BAC-Pools im Zellkern humaner Fibroblasten untersucht. Dazu wurden
die 3D-Bilderstapel, die in Abschnitt 3.9.1 aufgenommen wurden, mit eADS
ausgewertet. Diesmal wurde der Zellkern als Referenz verwendet, nicht das
Chromosomenterritorium.

Wie man in der Abbildung 71 deutlich erkennen kann, sind die beiden BAC-Pools
des inaktiven X-Chromosoms deutlich mehr zur Zellkernmitte orientiert, als die
korrespondierenden BAC-Pools des aktiven X-Chromosoms. Dieser Unterschied ist
statistisch ~ signifikant (P-Werte siehe unten) und wahrscheinlich darauf
zuruckzufuhren, dass das inaktive X-Chromosom mehr im Inneren des Zellkerns
lokalisiert ist, als das aktive X-Chromosom (siehe Abschnitt 3.5). Innerhalb des
aktiven beziehungsweise des inaktiven X-Chromosoms findet sich kein Unterschied
in der radialen Verteilung genreicher und genarmer Bereiche.

Statistische Auswertung:
Die Uberpriifung der Werte auf ihre statistische Signifikanz wurde anhand des Mann
Whitney Rank Sum-Tests durchgefiihrt und ergab folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi

Pool genreich2Mb | 25 | -624.820 -800.000

Pool genarm 2Mb 25 | -561.160 -884.816

Pools P-Werte
Pool genreich 2Mb Xa — Pool genarm 2Mb Xa 0.923
Pool genreich 2Mb Xi— Pool genarm 2Mb Xi 0.961
Pool genreich 2Mb Xa — Pool genreich 2Mb Xi 0.020
Pool genreich 2Mb Xa — Pool genarm 2Mb Xi 0.033
Pool genarm 2Mb Xa — Pool genreich 2Mb Xi 0.018
Pool genarm 2Mb Xa — Pool genarm 2Mb Xi 0.017

Die in Rot dargestellten P-Werte sind bei einer Irtumswahrscheinlichkeit von 5%
statistisch signifikant und daher nicht zufallig verteilt.
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Abbildung 71: radiale Verteilung der genreichen und genarmen Bereiche (2Mb-Gendichtefenster)
des aktiven und inaktiven X-Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten

genreiche Bereiche Xa: rote Kurve, genarme Bereiche Xa: griine Kurve, genreiche Bereiche Xi: orange
Kurve, genarme Bereiche Xi: hellgrine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

3.9.1.3 Schematische Darstellung der radialen Verteilung genreicher und
genarmer Bereiche innerhalb eines 2Mb-Fensters in Bezug auf das

Chromosomenterritorium und den Fibroblastenzellkern

Abbildung 72 Schematische Darstellung der radialen Verteilung genreicher und genarmer Bereiche
innerhalb eines 2Mb-Fensters in Bezug auf das Chromosomenterritorium und den Fibroblastenzellkern
grun: genarme Bereiche, rot: genreiche Bereiche, schwarze Linie: Kernhiille

In der Abbildung 72 ist die radiale Verteilung genarmer und genreicher Bereiche
innerhalb eines 2Mb-Fensters in Bezug auf das Chromosomenterritorium und den
Fibroblastenzellkern schematisch dargestellt. Genarme und genreiche Bereiche sind
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innerhalb des Chromosomenterritoriums gleichmaRig verteilt. Betrachtet man das
aktive und das inaktive X-Chromosom getrennt voneinander, so ist auch kein
Unterschied in der Verteilung innerhalb des Fibroblastenzellkerns zu erkennen.
Allerdings besteht ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der genarmen und
genreichen Bereiche innerhalb des Fibroblastenzellkerns zwischen dem aktiven und
dem inaktiven X-Chromosom. Genarme und genreiche Bereiche des inaktiven X-
Chromosoms liegen signifikant weiter im Inneren des Zellkerns als die
korrespondierenden Bereiche des aktiven X-Chromosoms.

Da es keinen Unterschied in der radialen Verteilung von BACs gab, die innerhalb
eines 2Mb-Fensters als genreich beziehungsweise genarm eingestuft wurden, wurde
hier nun die Verteilung von BACs, die genreich und genarm innerhalb eines 10Mb-
Fensters sind untersucht. Auf eine Auswertung in Bezug auf das
Chromosomenterritorium wurde verzichtet, da es bisher nie einen Unterschied in der
Verteilung der BACs innerhalb des aktiven oder des inaktiven X-Chromosoms zu
sehen gab. Die BACs, die in einem 10Mb-Fenster als genreich eingestuft werden
konnten beschranken sich auf die beiden vorhandenen RIDGES auf Xp und Xq. Als
genarm zahlen alle anderen Bereiche (siehe Abschnitt 3.1.2).

Nach einer erfolgreichen 2D-FISH auf humane Metaphasen (Abb.73A) wurden die
beiden BAC-Pools in einer 3D-FISH auf fixierte humane Fibroblasten hybridisiert
(Abb.73B). Eine Antikdrperdetektion war hier nicht notwendig, da beide Pools direkt
mit Fluorochromen markiert waren.

Abbildung 73: Beispiel einer 2D- und 3D-FISH mit DNA-Sonden fiir genarme und
genreiche Bereiche innerhalb des 10Mb-Gendichtefensters

A Metaphase nach einer 2D-FISH

B 3D-Rekonstruktion eines Fibroblasten-Zellkerns nach einer 3D-FISH

Scalebar: 5um
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Nachdem 26 Zellkerne an einem konfokalen Leica SP2 aufgenommen wurden,
wurden die 3D-Bilderstapel in Imaged bearbeitet und mit dem Programm eADS
ausgewertet.

Wie man in den Abbildungen 74 und 75 sehen kann, besteht kein Unterschied in der
radialen Verteilung von genreichen (RIDGEs) und genarmen Bereichen des aktiven
und inaktiven X-Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten.
Allerdings ist in Abbildung 74 auch zu erkennen, dass die RIDGEs eine Tendenz
zeigen, mehr im Zellkerninneren lokalisiert zu sein. Diese Tendenz ist statistisch
nicht signifikant.

Statistische Auswertung:
Die statistische Auswertung mittels des Mann Whitney Rank Sum-Tests ergab
folgende Ergebnisse:

Pools n Median Xa | Median Xi

Pool genreich 10Mb | 26 | -919.399 -1049.443

Pool genarm 10Mb 26 | -799.083 -966.467

Pools P-Wert Xa | P-Wert Xi
Pool genreich 10Mb — Pool genarm 10Mb | 0.136 0.608

Die BAC-Pools des aktiven und inaktiven X-Chromosoms sind zufallig im Zellkern
der Fibroblasten verteilt.
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Abbildung 74: radiale Verteilung der genreichen und genarmen Bereiche (10Mb-Gendichtefenster) des
aktiven X-Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten

genreiche Bereiche: rote Kurve, genarme Bereiche: griine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache des
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 75: radiale Verteilung der genreichen und genarmen Bereiche (10Mb-Gendichtefenster) des
inaktiven X-Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten
genreiche Bereiche: rote Kurve, genarme Bereiche: griine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache des
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

126



Ergebnisse

3.9.3 Radiale Verteilung der RIDGEs und genarmen Regionen des X-
Chromosoms

Da im vorausgegangenen Versuch eine Tendenz der RIDGES beobachtet werden
konnte, mehr im Inneren des Zellkerns lokalisiert zu sein, wurde hier die Lage der
einzelnen RIDGES sowie der genarmen Regionen dazwischen und der genarmen
Region zwischen den beiden RIDGEs genauer untersucht.

3.9.3.1 Radiale Verteilung von RIDGE Xp und RIDGE Xq

Es wurden zwei BAC-Pools erstellt, die sich Uber jeweils ein RIDGE erstrecken und
mit zwei verschiedenen Fluorochromen markiert. Zusatzlich zu den beiden RIDGE-
Pools wurde die genarme Region zwischen diesen Pools hinzugezogen (siehe
Abb.79A). So konnte die Frage beantwortet werden, ob beide RIDGEs ins
Zellkerninnere tendieren, oder nur eines und ob der genarme Bereich weiter aul’en
zur Zellkernwand hin orientiert ist.

Nach einer erfolgreichen 2D-FISH wurden die drei BAC-Pools in einer 3D-FISH
(Abb.76) auf fixierte humane Fibroblasten hybridisiert und mittels Antikdrpern (sofern
es notig war) nachgewiesen.

4

Barr-Body
DAPI

DAPI

genarme ,Mitte®

Abbildung 76: Beispiel einer 3D-FISH mit DNA-Sonden fir genarme (, Mitte*) und genreiche (RIDGES)
Bereiche innerhalb des 10Mb-Gendichtefensters

A Z-Projektion der DAPI-Farbung, Pfeil: Barr-Body

B Z-Projektion der genarmen und genreichen Bereiche

C Z-Projektion overlay der einzelnen Farbkanale

AnschlieBend wurden an einem konfokalen Leica SP5 3D-Bilderstapel von 27
Zellkernen aufgenommen, in Imaged fur das Programm eADS vorbereitet und
ausgewertet.
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Abbildung 77: radiale Verteilung der beiden RIDGEs und der genarmen ,Mitte" des aktiven X-
Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten
genarme Mitte: griine Kurve, RIDGE Xq: hellblaue Kurve, RIDGE Xp: rote Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache des (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 78: radiale Verteilung der beiden RIDGEs und der genarmen ,Mitte" des inaktiven X-
Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten
genarme Mitte: griine Kurve, RIDGE Xq: hellblaue Kurve, RIDGE Xp: rote Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache des
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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In den Abbildungen 77 und 78 sind die Ergebnisse der eADS-Auswertung zu sehen.
Das RIDGE Xp des aktiven X-Chromosoms liegt deutlich im Inneren des Zellkerns,
wahrend das RIDGE Xq eher randstandig zu finden ist. Die genarme Mitte hingegen
liegt zwischen den beiden RIDGES, jedoch mit der Tendenz nach innen. Die
genarme Mitte und das RIDGE Xp liegen statistisch signifikant weiter im Inneren als
das RIDGE Xq (P-Werte siehe unten). Die RIDGES und genarmen Bereiche des
inaktiven X-Chromosoms liegen alle zufallig verteilt, es ist auch keine Tendenz der
RIDGE-Regionen zur Zellkernmitte zu erkennen.

Die Abbildungen 79B und 79C zeigen die schematische Zusammenfassung dieser
Ergebnisse. Das RIDGE Xp sowie die genarme Mitte des aktiven X-Chromosoms
liegen deutlich weiter innen im Zellkern humaner Fibroblasten als das RIDGE Xq.
Dieselben Pools des inaktiven X-Chromosoms liegen alle gleichmafig verteilt im
Zellkern.

A
0000000000000V

RIDGE Xp genarm Mitte RIDGE Xq
>
1 Mb 155Mb
B C
Xa Xi

Abbildung 79: Schematische Darstellung der RIDGE-Pools und der genarmen ,, Mitte*

A Schema der verwendeten Pools

B und C Schematische Darstellung der Struktur des aktiven (B) und inaktiven (C) X-Chromosoms nach der
Untersuchung der Lage der RIDGEs und der genarmen ,Mitte“. Der Zellkernrand ist als schwarze Linie
dargestellt.

Statistische Auswertung:
Der Mann Whitney Rank Sum-Test ergab folgende Werte:
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Pools n Median Xa | Median Xi Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
genarm Mitte | 27 | -1282.575 -1200.000 genarm Mitte — RIDGE Xp | 0.328 0.272
RIDGE Xq 27 | -943.398 -1357.387 genarm Mitte — RIDGE Xq | 0.001 0.665
RIDGE Xp 27 | -1467.140 -1386.543 RIDGE Xp — RIDGE Xq <0.001 0.128

3.9.3.2 Radiale Verteilung der genarmen Bereiche in Xp22 und der genarmen
Mitte im Vergleich zu beiden RIDGEs

Nachdem die radiale Verteilung der beiden RIDGES sowie der genarmen Mitte
untersucht wurde, wurde nun der Fokus auf den genarmen ,tail“ (Abb.83A) gelegt.
Dieser befindet sich auf Xp22 und endet direkt bei Beginn des RIDGE Xp.

In einer 2D-FISH wurden der Xp ,tail“-Pool, sowie die genarme Mitte und die beiden
RIDGES (hier gepoolt) auf humane Metaphasen hybridisiert. Nach erfolgreicher Test-
Hybridisierung wurden die Pools in einer 3D-FISH auf humane Fibroblasten
hybridisiert (Abb.80) und mit Antikorpern detektiert.

Barr-Body

s . -
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genarmer tail" DAPI
genarme ,Mitte”

genarmer ,tail"
genarme ,Mitte"

Abbildung 80: Beispiel einer 3D-FISH mit DNA-Sonden fir genarme (, tail“ und ,Mitte") und genreiche
(RIDGESs) Bereiche innerhalb des 10Mb-Gendichtefensters

A Z-Projektion der DAPI-Farbung, Pfeil: Barr-Body

B Z-Projektion der genarmen und genreichen Bereiche

C Z-Projektion overlay der einzelnen Farbkanale

Scalebar: 5um

Anschlie®end wurden 3D-Bilderstapel von 25 Zellkernen an einem konfokalen Leica
SP5 aufgenommen, in ImagedJ fur das Programm eADS vorbereitet und ausgewertet.
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Abbildung 81: radiale Verteilung der RIDGEs, sowie verschiedener genarmer Bereiche des aktiven X-
Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten

RIDGEs Xa: rote Kurve, genarmer tail“ Xa: orange Kurve, genarme Mitte Xa: griine Kurve, HFb Nukleus:
blaue Kurve.

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache
des (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 82: radiale Verteilung der RIDGEs, sowie verschiedener genarmer Bereiche des inaktiven X-
Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten

RIDGEs Xi: rote Kurve, genarmer ,tail Xi: orange Kurve, genarme Mitte Xi: griine Kurve, HFb Nukleus: blaue
Kurve.

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache des
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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In den Abbildungen 81 und 82 sind die Ergebnisse der radialen Auswertung
dargestellt. Die RIDGES des aktiven X-Chromosoms liegen wieder weiter in der Mitte
des Fibroblastenzellkerns, als die genarmen Bereiche. Der genarme ,tail“ lokalisiert
im Gegensatz zur genarmen Mitte des X-Chromosoms mehr zum Zellkernrand hin.
Die RIDGES und genarmen Bereiche des inaktiven X-Chromosoms zeigen wiederum
keinen deutlichen Unterschied in ihrer Verteilung innerhalb des Zellkerns humaner
Fibroblasten.

Schematisch dargestellt kann man die Ergebnisse dieses Versuchs folgendermalen
zusammenfassen (Abb.83):

OO0.00......OO.

RIDGE Xp genarm Mitte RIDGE Xq
>
1Mb 155Mb
B C
Xa Xi

Abbildung 83: Schematische Darstellung der RIDGE-Pools und genarmen Bereiche

A Schema der verwendeten Pools

B und C Schematische Darstellung der Struktur des aktiven (B) und inaktiven (C) X-Chromosoms nach der
Untersuchung der Lage der RIDGEs, sowie mehrerer genarmer Bereiche. Der Zellkernrand ist als schwarze
Linie dargestellt

Statistische Auswertung:
Die Uberpriifung auf eine zufallige oder statistisch signifikante Verteilung der Werte
wurde mittels des Mann Whitney Rank Sum-Test durchgeflhrt. Er ergab folgende

Ergebnisse:

Pools n Median Xa | Median Xi

genarm  tail“Xp | 25 | -982.344 -1208.305

genarm Mitte 25 | -1004.988 -1358.308

RIDGES 25 | -1119.151 -1400.000

Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
genarm tail“ Xp — genarm Mitte | 0.816 0.367
genarm tail* Xp — RIDGES 0.233 0.229
genarm Mitte — RIDGES 0.410 0.567
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Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind diese Werte nicht statistisch
signifikant unterschiedlich.

3.9.3.3 Schematische Zusammenfassung der radialen Verteilung von RIDGEs

und genarmen Bereichen des X-Chromosoms

A Xa

D)

Abbildung 84: Zusammenfassende schematische Darstellung der Lage der RIDGEs und
genarmen Regionen des aktiven und inaktiven X-Chromosoms innerhalb des Zellkerns
humaner Fibroblasten

A: Xa, B: Xi

Die zusammenfassende schematische Darstellung der letzten beiden Versuche zeigt
einen groben Uberblick Uber die Verteilung genarmer und genreicher Regionen des
X-Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten. Links sind die
RIDGES und genarmen Regionen des aktiven X-Chromosoms zu sehen (Abb.84A),
rechts dieselben Bereiche des inaktiven X-Chromosoms (Abb.84B). In A ist deutlich
zu erkennen, dass das RIDGE auf Xp (rot) mehr zur Zellkernmitte orientiert ist als der
Rest des X-Chromosoms. Das RIDGE auf Xq (blau) liegt randstandig, wie auch der
genarme ,tail“ (orange). Die genarme Mitte (grun) liegt zwischen dem RIDGE auf Xp
und dem RIDGE auf Xqg. In B hingegen kann kein deutlicher Unterschied zwischen
genarmen und genreichen Regionen hinsichtlich ihrer radialen Verteilung im Zellkern
humaner Fibroblasten erkannt werden. Hier sind samtliche Bereiche gleich und
zufallig verteilt. Das inaktive X-Chromosom liegt allgemein deutlich weiter im Inneren
des Fibroblastenzellkerns.
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3.9.4 Radiale Verteilun iner_extrem nreichen Reqion Vvs. einer_extrem
genarmen Region

Da die vorangegangenen Experimente gezeigt haben, dass genreiche Sequenzen
zumindest eine Tendenz zeigen sich mehr im Inneren des Zellkerns humaner
Fibroblasten zu lokalisieren als genarme Sequenzen, wurde der Fokus auf zwei
kleine Regionen gelegt, die sich hinsichtlich ihrer Gendichte extrem unterscheiden.
Die genreiche Region befindet sich innerhalb des RIDGE auf Xp11 und umfasst 8
BACs auf einer Lange von 4.4 Mb. Die Gendichte in dieser Region betragt 30.6 Gene
/Mb. Die genarme Region befindet sich auf Xq25 und umspannt 4.6 Mb, die ebenfalls
von 8 BACs abgedeckt werden. Die Gendichte in dieser Region betragt 3.5 Gene /
Mb. Die transkriptionelle Aktivitat der auf den ausgewahlten BACs enthaltenen Gene
wurde hier nicht bertcksichtigt.

Nach einer erfolgreichen 2D-FISH auf humane Metaphasen (Abb.85A) mit den
beiden Pools wurde eine 3D-FISH auf fixierte humane Fibroblasten durchgefihrt
(Abb.B,C). Zusatzlich zu den beiden Pools wurde eine paint-Sonde flir das humane
X-Chromosom verwendet. Nach der Hybridisierung der DNA-Sonden und
anschlielfender Antikdrperdetektion wurden 25 Zellkerne an einem konfokalen Leica
SP2 als 3D-Bilderstapel aufgenommen und mittels ImageJ fur das Programm eADS
vorbereitet und in Bezug zum jeweiligen Chromosomenterritorium und zum
Fibroblastenzellkern ausgewertet.

Dieser Versuch und die nachfolgenden Auswertungen wurden von Doris lliner im
Rahmen ihrer von mir betreuten Diplomarbeit durchgefuhrt.

Xqg25 genarm Xq25 genarm

Abbildung 85: Beispiel einer 2D- und 3D-FISH mit DNA-Sonden fir ein RIDGE auf Xp und eine extrem
genarme Region auf Xq25

A Metaphase nach einer 2D-FISH

B Z-Projektion der DAPI-Farbung nach der 3D-FISH

C Z-Projektion der DAPI-Farbung + paint #X (blau) + RIDGE (rot) + Xq25 (griin)

Scalebar: 5um

3.9.4.1 In Bezug auf das Chromosomenterritorium
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In der Abbildung 86 ist das Ergebnis der radialen Auswertung mit eADS flr die
beiden Pools im Bezug zum aktiven X-Chromosom dargestellt. Beide BAC-Pools
sind nahezu gleich verteilt und befinden sich sowohl innerhalb als auch aul3erhalb
des X-Chromosomterritoriums. Im inaktiven X-Chromosom (Abb.87) besteht
ebenfalls kein Unterschied zwischen dem genreichen und dem genarmen BAC-Pool,
allerdings zeigt der genreiche BAC-Pool eine leichte Tendenz, weiter im Inneren des
inaktiven X-Chromosoms zu lokalisieren. Dieser Unterschied ist nicht statistisch
signifikant (siehe unten).
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Abbildung 86: radiale Verteilung des RIDGE innerhalb Xp11 und der genarmen Region innerhalb Xq25
des aktiven X-Chromosoms in Bezug auf das Chromosomenterritorium

Xp11 genreich: rote Kurve, Xq25 genarm: griine Kurve, CT Xa: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des CTs(bei
0nm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 87: radiale Verteilung des RIDGE innerhalb Xp11 und der genarmen Region
innerhalb Xg25 des inaktiven X-Chromosoms in Bezug auf das Chromosomenterritorium

Xp11 genreich: rote Kurve, Xq25 genarm: griine Kurve, CT Xi: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des
CTs(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mittels des Mann Whitney Rank Sum-Tests
durchgefuhrt und ergab folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi

Xp11 genreich | 27 | -282.843 -427.083

Xg25 genarm 27 | -304.138 -256.125

CT 27 | -274.955 -340.000

Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
Xp11 genreich — Xg25 genarm | 0.986 0.161

Xp11 genreich — CT 0.416 0.166
Xqg25 genarm — CT 0.197 0.431

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% besteht kein statistisch signifikanter
Unterschied in der radialen Verteilung zwischen der genreichen Region Xp11 und
der genarmen Region Xqg25 innerhalb des aktiven und des inaktiven X-
Chromosomterritoriums.
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3.9.4.2 In Bezug auf den Zellkern humaner Fibroblasten

In den beiden Abbildungen 88 und 89 sind die Ergebnisse der eADS-Auswertung der
beiden BAC-Pools innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten dargestellt. Die
genreiche Sequenz Xp11 des aktiven und des inaktiven X-Chromosoms liegt deutlich
weiter im Inneren des Zellkerns als die genarme Sequenz Xg25. Dieser Unterschied
ist statistisch signifikant (P-Werte siehe unten).
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Abbildung 89: radiale Verteilung des RIDGE innerhalb Xp11 und der genarmen Region innerhalb Xq25
des aktiven X-Chromosoms in Bezug auf den Zellkern humaner Fibroblasten

Xp11 genreich: rote Kurve, Xq25 genarm: griine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).

Statistische Auswertung:

Um eine zufallige Verteilung der Werte hier ausschlieBen zu konnen, wurde der
Mann Whitney Rank Sum-Test durchgefuhrt. Er ergab folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi

Xp11 genreich | 27 | -901.610 -965.195

Xqg25 genarm 27 | -460.977 -335.410

Pools P-Wert Xa | P-Wert Xi
Xp11 genreich — Xg25 genarm | <0.001 <0.001

Sowohl die genreichen BAC-Pools des aktiven, als auch des inaktiven X-
Chromosoms unterscheiden sich bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% stark
signifikant von den genarmen BAC-Pools. Sie sind also nicht zufallig verteilt, sondern
liegen weiter im Inneren des Zellkerns humaner Fibroblasten.
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Abbildung 88: radiale Verteilung des RIDGE innerhalb Xp11 und der genarmen Region innerhalb Xq25
des inaktiven X-Chromosoms in Bezug auf den Zellkern humaner Fibroblasten
Xp11 genreich: rote Kurve, Xq25 genarm: griine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).

3.9.4.3 Schematische Darstellung der Ergebnisse der radialen Verteilung der
genreichen Region Xp11 und der genarmen Region Xq25

Xi

Abbildung 90: Schematische Darstellung der radialen Verteilung der genreichen Region Xp11 und der
genarmen Region Xq25 in Bezug auf das Chromosomenterritorium und den Fibroblastenzellkern
rot: genreiche Region Xp11, griin: genarme Region Xq25, blau: CT, schwarze Linie: Kernhiille

In der schematischen Abbildung 90 ist die radiale Verteilung einer genreichen Region
auf Xp11 im Gegensatz zu einer genarmen Region auf Xq25 in Bezug auf das
Chromosomenterritorium und den Zellkern humaner Fibroblasten dargestellt. Die
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genreiche Region liegt in beiden Territorien mehr zur Zellkernmitte hin orientiert. In
Bezug auf das Chromosomenterritorium ist allerdings kein Unterschied zu finden.

3.10 Radiale Verteilung hoch und niedrig exprimierter Bereiche des
X-Chromosoms

3.10.1 Radiale Verteilung hoch und niedri xprimierter Bereich
gesamten X-Chromosoms

Der nachste Schritt war, herauszufinden, ob die Expression von Genen einen
Einfluss auf die Lokalisation innerhalb eines Chromosomenterritoriums und innerhalb
des Fibroblastenzellkerns hat. Hier wurden zunachst 2 BAC-Pools erstellt, die
mdglichst das gesamte X-Chromosom abdecken. Dafur wurden alle vorhandenen
BACs verwendet, die hoch exprimierte Gene enthalten (n=35), sowie ausgewahlte
niedrig exprimierte BACs uber das ganze Chromosom verteilt (n=100). Die
Gendichteumgebung der BACs wurde hier nicht mit einbezogen.

A Barr-Body

Abbildung 91: Beispiel einer 3D-FISH mit DNA-Sonden fur hoch und niedrig exprimierte Bereiche
verteilt iber das gesamte X-Chromosom

A Z-Projektion der DAPI-Farbung, Pfeil: Barr-Body

B Z-Projektion der DAPI-Farbung + paint #X (blau)

C Z-Projektion der hoch (rot) und niedrig (griin) exprimierten Bereiche + paint #X (blau)

Scalebar: 5um

3.10.1.1 In Bezug auf das Chromosomenterritorium

Nach dem erfolgreichen Testen der BAC-Pools mittels einer 2D-FISH auf humanen
Metaphasen, wurden die Pools zusammen mit einer paint-Sonde fur das X-
Chromosom in einer 3D-FISH auf humane Fibroblasten hybridisiert (Abb.91). Nach
der Antikorperdetektion wurden an einem konfokalen Leica SP2 von 27 Zellkernen
3D-Bilderstapel aufgenommen und fur das Programm eADS vorbereitet.
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Abbildung 92: radiale Verteilung der hoch und niedrig exprimierten Bereiche des gesamten aktiven X-
Chromosoms innerhalb des Chromosomenterritoriums

hoch exprimierte Bereiche: rote Kurve, niedrig exprimierte Bereiche: griine Kurve, CT Xa: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des CTs
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 93: radiale Verteilung der hoch und niedrig exprimierten Bereiche des gesamten
inaktiven X-Chromosoms innerhalb des Chromosomenterritoriums

hoch exprimierte Bereiche: rote Kurve, niedrig exprimierte Bereiche: griine Kurve, CT Xi: blaue Kurve
Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des
CTs (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Wie deutlich in den Abbildungen 92 und 93 zu sehen ist, besteht weder im aktiven
noch im inaktiven X-Chromosom ein Unterschied in der Verteilung hoch und niedrig
exprimierter Bereiche. Beide Pools sind annahernd gleichmalig im
Chromosomenterritorium verteilt. Allerdings sind die beiden BAC-Pools im aktiven X-
Chromosom  statistisch  signifikant  unterschiedlich  zur  Verteilung des
Chromosomenterritoriums (hoch exprimiert: P=0.015, niedrig exprimiert: P=0.043).

Statistische Auswertung:
Die statistische Auswertung erfolgte anhand des Mann Whitney Rank Sum-Tests und

ergab folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi

Pool hoch exprimiert 27 | -50.000 -160.000

Pool niedrig exprimiert | 27 | -100.000 -141.421

CT 27 |-111.803 -167.631

Es ergaben sich folgende P-Werte:

Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
Pool hoch exprimiert — Pool niedrig exprimiert | 0.801 0.314

Pool hoch exprimiert — CT 0.015 0.841

Pool niedrig exprimiert — CT 0.043 0.080

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind die in Rot dargestellten P-Werte
statistisch signifikant.

3.10.1.2 In Bezug auf den Fibroblastenzellkern

Um die Frage zu klaren, ob exprimierte Bereiche innerhalb des Zellkerns anders
angeordnet sind als nicht oder niedrig exprimierte Bereiche, wurden die Bilderserien
des vorausgegangenen Versuchs mit dem Fibroblastenzellkern als Referenzkanal
mit dem Programm eADS ausgewertet.
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Abbildung 94: radiale Verteilung der hoch und niedrig exprimierten Bereiche des gesamten aktiven und
inaktiven X-Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten

hoch exprimierte Bereiche Xa: rote Kurve, niedrig exprimierte Bereiche Xa: griine Kurve, hoch exprimierte
Bereiche Xi: orange Kurve, niedrig exprimierte Bereiche Xi: hellgriine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).

Wie in der Abbildung 94 zu erkennen ist, sind die hoch und niedrig exprimierten
Pools des aktiven X-Chromosoms, sowie auch die beiden Pools des inaktiven X-
Chromosoms innerhalb des Fibroblastenzellkerns relativ gleich verteilt, wobei die
beiden Pools des inaktiven X-Chromosoms die Tendenz zeigen, mehr innerhalb des
Zellkerns zu liegen. Diese Tendenz geht wahrscheinlich mit dem Ergebnis, dass das
inaktive X-Chromosom mehr zur Zellkernmitte orientiert ist als das aktive X-
Chromosom (siehe Abschnitt 3.5), einher.

Statistische Auswertung:

Um die Werte auf ihre statistische Signifikanz zu priufen wurde der Mann Whitney
Rank Sum-Test durchgefuhrt. Dabei ergaben sich folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi
Pool hoch exprimiert 27 | -653.758 -796.618
Pool niedrig exprimiert | 27 | -729.452 -843.860
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Pools P-Werte

Pool hoch exprimiert Xa — Pool hoch exprimiert Xi 0.063

Pool hoch exprimiert Xa — Pool niedrig exprimiert Xa 0.734

Pool hoch exprimiert Xa — Pool niedrig exprimiert Xi 0.078

Pool hoch exprimiert Xi — Pool niedrig exprimiert Xi 0.880

Pool hoch exprimiert Xi — Pool niedrig exprimiert Xa 0.166

Pool niedrig exprimiert Xa — Pool niedrig exprimiert Xi | 0.138

Keiner der hier errechneten P-Werte zeigt eine statistische Signifikanz auf.

3.10.1.3 Schematische Darstellung der radialen Verteilung hoch und niedrig
exprimierter Bereiche des gesamten X-Chromosoms

Abbildung 95: Schematische Darstellung der hoch und niedrig exprimierten Bereiche des gesamten X-
Chromosoms
rot: hoch exprimierte Bereiche. arlin: niedria exorimierte Bereiche. schwarzer Balken: Kernhiille

In der Abbildung 95 ist das Ergebnis der radialen Verteilung hoch und niedrig
exprimierter Bereiche verteilt Uber das gesamte X-Chromosom schematisch
dargestellt. Es besteht weder in Bezug auf das Chromosomenterritorium noch in
Bezug auf den Fibroblastenzellkern ein Unterschied in der Verteilung. Die
hochexprimierten Bereiche sind auf dem inaktiven X-Chromosoms nicht exprimiert,
sind hier jedoch auch in rot dargestellt, da sie auch getrennt voneinander
ausgewertet wurden.

3.10.2.1 In Bezug auf das Chromosomenterritorium

Da kein Unterschied zwischen hoch und niedrig exprimierten Bereichen verteilt Uber
das ganze X-Chromosom beobachtet werden konnte, wurden nun zwei kleine
Bereiche auf Xp ausgewahlt, die sich in ihrem Expressionsstatus deutlicher
unterscheiden (siehe Abschnitt 3.1.2.6.7). Der hoch exprimierte Pool erstreckt sich
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A Barr-Body

Abbildung 96: Beispiel einer 3D-FISH mit DNA-Sonden fiir hoch und niedrig exprimierte Bereiche auf
Xp

A Z-Projektion der DAPI-Farbung, Pfeil: Barr-Body

B Z-Projektion der DAPI-Farbung + paint #X (blau)

C Z-Projektion der hoch (rot) und niedrig (griin) exprimierten Bereiche + paint #X (blau)

Scalebar: 5um

uber das RIDGE auf Xp. Nach erfolgreicher 2D-FISH wurden die BAC-Pools
zusammen mit einer paint-Sonde fur das X-Chromosom in einer 3D-FISH auf
humane Fibroblasten hybridisiert (Abb.96) und anschlieBend mit Antikdrpern
detektiert (siehe Abschnitt 3.4). Nach der Aufnahme von 25 3D-Bilderserien an
einem konfokalen Leica SP2 wurden diese in ImagedJ prozessiert und anschliel3end
mit eADS ausgewertet.

Wie in der Abbildung 97 zu erkennen ist, liegen die hochexprimierten Bereiche des
aktiven X-Chromosoms deutlich weiter innerhalb des Chromosomenterritoriums als
die niedrig exprimierten Bereiche. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant
(p=0.001). Die verschieden exprimierten BAC-Pools im inaktiven X-Chromosom
unterscheiden sich nicht in ihrer Verteilung im Chromosomenterritorium (Abb.98).
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Abbildung 97: radiale Verteilung der hoch und niedrig exprimierten Bereiche auf Xp aktiv innerhalb des
Chromosomenterritoriums

hoch exprimierter BAC-Pool: rote Kurve, niedrig exprimierter BAC-Pool: griine Kurve, CT Xa: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des CTs (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 98: radiale Verteilung der hoch und niedrig exprimierten Bereiche auf Xp inaktiv innerhalb
des Chromosomenterritoriums

hoch exprimierter BAC-Pool: rote Kurve, niedrig exprimierter BAC-Pool: griine Kurve, CT Xi: blaue Kurve
Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des CTs (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Statistische Auswertung:

Die statistische Auswertung anhand des Mann Whitney Rank Sum-Tests ergab
folgende Werte:

Pools n Median Xa Median Xi
Pool hoch exprimiert 25 | -232.689 -162.599
Pool niedrig exprimiert 25 | -118.931 -183.291
CT 25 | -105.960 -77.139

Daraus ergeben sich folgende P-Werte:
Pools P-Wert Xa | P-Wert Xi
Pool hoch exprimiert — Pool niedrig exprimiert | 0.001 0.331

Der in Rot dargestellte P-Wert ist bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
statistisch signifikant.

3.10.2.2 In Bezug auf den Fibroblastenzellkern

Nachdem ein Unterschied in der Position der hoch und niedrig exprimierten Bereiche
innerhalb des aktiven X-Chromosoms gefunden wurde, wurden die gleichen
Bilderstapel nun mit dem Zellkern als Referenz in eADS ausgewertet und somit die
Lage dieser hoch und niedrig exprimierten Bereiche innerhalb des Nukleus
untersucht.
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Abbildung 99: radiale Verteilung der hoch und niedrig exprimierten Bereiche auf Xp des aktiven und
inaktiven X-Chromosoms innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten

hoch exprimierte Bereiche Xa: rote Kurve, niedrig exprimierte Bereiche Xa: griine Kurve, hoch exprimierte
Bereiche Xi: orange Kurve, niedrig exprimierte Bereiche Xi: hellgriine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Wie man in Abbildung 99 deutlich erkennen kann, sind sowohl die hochexprimierten
Bereiche des aktiven X-Chromosoms, als auch die korrespondierenden Bereiche auf
dem inaktiven X-Chromosom weiter im Inneren des Zellkerns lokalisiert. Im inaktiven
X-Chromosom enthalten diese Bereiche allerdings keine exprimierten Gene, sondern
nur inaktivierte. Die Bereiche, die keine oder sehr niedrig exprimierte Gene enthalten
liegen bei beiden Chromosomen mehr am Zellkernrand. Der Unterschied zwischen
den Pools, die die hochexprimierten Gene abdecken und den Pools mit den niedrig
exprimierten Bereichen auf dem aktiven X-Chromosom ist statistisch signifikant,
wahrend der Unterschied zu den niedrig exprimierten Bereichen auf dem inaktiven X-
Chromosom nicht signifikant ist.

Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung anhand des Mann Whitney Rank Sum-Tests ergab
folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi
Pool hoch exprimiert 25 | -764.682 -745.015
Pool niedrig exprimiert | 25 | -513.579 -637.074

Daraus ergeben sich folgende p-Werte:

Pools P-Werte

Pool hoch exprimiert Xa — Pool hoch exprimiert Xi 0.789

Pool hoch exprimiert Xa — Pool niedrig exprimiert Xa 0.002

Pool hoch exprimiert Xa — Pool niedrig exprimiert Xi 0.539

Pool hoch exprimiert Xi — Pool niedrig exprimiert Xi 0.152

Pool hoch exprimiert Xi — Pool niedrig exprimiert Xa 0.016

Pool niedrig exprimiert Xa — Pool niedrig exprimiert Xi | 0.174

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind die in Rot dargestellten P-Werte
statistisch signifikant.

3.10.2.3 Schematische Darstellung der radialen Verteilung hoch und niedrig

exprimierter Bereiche auf Xp
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Abbildung 100: Schematische Darstellung der hoch und niedrig exprimierten Bereiche auf Xp
rot: hoch exprimierte Bereiche, griin: niedrig exprimierte Bereiche, blau: Chromosomenterritorium, schwarzer
Balken: Kernhiille

In der Abbildung 100 ist die Verteilung der hoch und niedrig exprimierten Bereiche
auf Xp in Bezug zum Chromosomenterritorium und zum Zellkern humaner
Fibroblasten schematisch dargestellt. Man kann deutlich erkennen, dass die
exprimierten Bereiche des aktiven X-Chromosoms weiter im Inneren des CTs liegen
als die niedrig exprimierten Bereiche. Im Chromosomenterritorium des inaktiven X-
Chromosoms sind hoch und niedrig exprimierte Bereiche gleich verteilt. Es ist auch
hier wieder zu beachten, dass die hochexprimierten Bereiche auf dem inaktiven X-
Chromosom nicht exprimiert sind und nur zur Veranschaulichung der eADS-Kurven
anders gefarbt sind. In Bezug auf den Zellkern humaner Fibroblasten kann man
beobachten, dass beide hochexprimierten BAC-Pools mehr zur Zellkernmitte
tendieren, als die niedrig exprimierten Bereiche.

3.11 Radiale Verteilung von BACs mit unterschiedlichen
Eigenschaften innerhalb des RIDGEs auf Xp11

In diesem Versuch wurde die radiale Verteilung von BACs, die innerhalb des
RIDGEs auf Xp11 liegen und sich in ihrer transkriptionellen Aktivitat unterscheiden
untersucht, um den Unterschied zwischen sehr hoch und sehr niedrig exprimierten
Genen innerhalb einer sehr genreichen, aber raumlich sehr beschrankten Region
hinsichtlich ihrer Lage im Chromosomenterritorium und im Zellkern zu definieren.
Hierfur wurden ein in Fibroblasten sehr hoch exprimierter BAC, der Pool RIDGE Xp
genreich, niedrig exprimiert (bestehend aus 4 BACs) und der Pool RIDGE Xp Rand
genarm, niedrig exprimiert (bestehend aus 7 BACs) (siehe Abschnitt 3.1.2.6.3) in
einer 2D-FISH auf humane Metaphasen hybridisiert. Nach erfolgreicher 2D-FISH
wurden diese Pools zusammen mit einer paint-Sonde fir das humane X-Chromosom
in einer 3D-FISH auf fixierte humane Fibroblasten hybridisiert (Abb.101) und die
DNA-Sonden mittels einer Antikorperdetektion nachgewiesen. An einem konfokalen
Leica SP2 wurden 26 Zellkerne als 3D-Bilderstapel aufgenommen, mittels ImageJ
bearbeitet und mit dem Programm eADS ausgewertet.
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3.11.1 In Bezug auf das Chromosomenterritorium

Die Abbildung 102 zeigt die Verteilung der verschieden hoch exprimierten Bereiche
innerhalb des Chromosomenterritoriums des aktiven X-Chromosoms. Der BAC
hochexprimiert/genreich, sowie auch die anderen beiden Pools liegen jeweils gleich
verteilt im Chromosomenterritorium. Im inaktiven X-Chromosom (Abb.103) kann
ebenfalls nur eine Gleichverteilung aller Kurven beobachtet werden. Es besteht also
weder im aktiven, noch im inaktiven X-Chromosom ein Unterschied zwischen
transkriptionell aktiven und inaktiven Genen innerhalb einer genreichen Region und
zwischen transkriptionell inaktiven genarmen Bereichen in deren Lokalisation
innerhalb des Chromosomenterritoriums (P-Werte siehe unten).

C

BACs genreich/niedrig exprimiert

Barr-Body

Abbildung 101: Beispiel einer 3D-FISH mit verschieden exprimierten BACs innerhalb des RIDGE Xp
A Z-Projektion der DAPI-Farbung nach der 3D-FISH, Pfeil: Barr-Body

B Z-Projektion des paint #X nach der 3D-FISH

C Z-Projektion verschieden exprimierter BACs nach der 3D-FISH

Scalebar: 5um
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Abbildung 102: radiale Verteilung der verschieden exprimierten BACs innerhalb des RIDGE Xp des
inaktiven X-Chromosoms in Bezug auf das Chromosomenterritorium

BAC genreich/hoch exprimiert: rote Kurve, Pool genreich/niedrig exprimiert: griine Kurve, Pool genarm/niedrig
exprimiert: hellblaue Kurve, CT Xi: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache (bei
Onm. schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 103: radiale Verteilung der verschieden exprimierten BACs innerhalb des RIDGE Xp des aktiven
X-Chromosoms in Bezug auf Chromosomenterritorium

BAC genreich/hoch exprimiert: rote Kurve, Pool genreich/niedrig exprimiert: griine Kurve, Pool genarm/niedrig
exprimiert: hellblaue Kurve, CT Xa: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des CTs (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Statistische Auswertung

Um festzustellen, ob die Werte der einzelnen Kurven zufallig verteilt sind, oder ob
sich ein statistisch signifikanter Unterschied ergibt, wurde der Mann Whitney Rank
Sum-Test angewendet. Es ergaben sich folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi

BAC genreich/hoch exprimiert 26 | -154.057 -260.960

Pool genreich/niedrig exprimiert | 26 | -187.464 -245.520

Pool genarm/niedrig exprimiert 26 | -163.815 -194.235

CT 26 | -162.872 -197.418

Pools P-Werte Xa | p-Werte Xi
BAC genreich/hoch exprimiert - Pool genreich/niedrig exprimiert 0.351 0.927
BAC genreich/hoch exprimiert - Pool genarm/niedrig exprimiert 0.993 0.540
Pool genreich/niedrig exprimiert - Pool genarm/niedrig exprimiert | 0.323 0.337
BAC genreich/hoch exprimiert — CT 0.674 0.332
Pool genreich/niedrig exprimiert — CT 0.249 0.249
Pool genarm/niedrig exprimiert — CT 0.862 0.913

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind die errechneten P-Werte statistisch
nicht signifikant.

3.11.2 |n Bezug auf den Fibroblastenzellkern

In den Abbildungen 104 und 105 sind die Ergebnisse der eADS-Auswertung in
Bezug auf den Zellkern humaner Fibroblasten dargestellt. Sowohl die verschiedenen
Pools des aktiven X-Chromosoms, als auch die des inaktiven X-Chromosoms
unterscheiden sich nicht statistisch signifikant voneinander (P-Werte siehe unten).
Allerdings ist eine Tendenz des BACs genreich/hochexprimiert sich weiter zur
Zellkernmitte hin zu orientieren, vorhanden. Diese Tendenz ist sowohl bei dem BAC
des aktiven, als auch bei dem BAC des inaktiven X-Chromosoms zu erkennen. Im
inaktiven X-Chromosom ist das Gen, das auf dem verwendeten BAC liegt inaktiviert.
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Abbildung 104: radiale Verteilung der verschieden exprimierten BACs innerhalb des RIDGE Xp des
aktiven X-Chromosoms in Bezug auf den Zellkern humaner Fibroblasten

BAC genreich/hoch exprimiert: rote Kurve, Pool genreich/niedrig exprimiert: griine Kurve, Pool genarm/niedrig
exprimiert: hellblaue Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 105: radiale Verteilung der verschieden exprimierten BACs innerhalb des RIDGE Xp des
aktiven X-Chromosoms in Bezug auf den Zellkern humaner Fibroblasten

BAC genreich/hoch exprimiert: rote Kurve, Pool genreich/niedrig exprimiert: griine Kurve, Pool genarm/niedrig
exprimiert: hellblaue Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache (bei
Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Statistische Auswertung:
Die statistische Auswertung wurde mittels des Mann Whitney Rank Sum-Tests

durchgefuhrt und ergab folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi

BAC genreich/hoch exprimiert 26 | -1160.061 -1161.724

Pool genreich/niedrig exprimiert | 26 | -978.672 -952.805

Pool genarm/niedrig exprimiert 26 | -1129.973 -974.857

Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
BAC genreich/hoch exprimiert - Pool genreich/niedrig exprimiert 0.210 0.552

BAC genreich/hoch exprimiert - Pool genarm/niedrig exprimiert 0.552 0.862

Pool genreich/niedrig exprimiert - Pool genarm/niedrig exprimiert | 0.162 0.552

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind die errechneten P-Werte statistisch
nicht signifikant.
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Abbildung 106: Schematische Darstellung der radialen Verteilung von BACs mit unterschiedlichen
Eigenschaften innerhalb eines RIDGEs in Bezug auf das Chromosomenterritorium und den
Fibroblastenzellkern

rot: hoch exprimierter BAC, griin: Pool genreich, niedrig exprimiert, hellblau: Pool genarm, niedrig exprimiert,
blau: CT, schwarze Linie: Kernhiille

In der schematischen Abbildung 106 ist die radiale Verteilung von BACs mit
unterschiedlichen Eigenschaften innerhalb eines RIDGEs in Bezug auf das
Chromosomenterritorium und den Zellkern humaner Fibroblasten dargestellt. Der
hochexprimierte genreiche BAC (rot) tendiert in beiden Territorien mehr zur
Zellkernmitte hin. Ein signifikanter Unterschied besteht jedoch nicht.
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3.12 Radiale Verteilung von BACs mit unterschiedlichen
Eigenschaften innerhalb einer genarmen Reqgion auf Xq25

Da die verschiedenen Pools in der sehr genreichen Region keinen Unterschied in der
Lokalisation innerhalb des Chromosomenterritoriums und des Zellkerns zeigten,
wurde diesmal eine sehr genarme Region auf Xg25 ausgewahlt. Untersucht wurden
wieder BAC-Pools mit unterschiedlicher transkriptioneller Aktivitat. Pool 1
genarm/niedrig exprimiert und Pool 3 genarm/niedrig exprimiert bestehen aus jeweils
3 BACs, die innerhalb dieser genarmen Region liegen und entweder keine Gene
oder nur sehr niedrig exprimierte Gene enthalten. Pool 2 genarm/hoch exprimiert
liegt zwischen Pool 1 und Pool 3 und besteht aus 2 BACs, die Gene mit hoher
transkriptioneller Aktivitat enthalten (siehe Abschnitt 3.1.2.6.4). Zusatzlich zu den 3
BAC-Pools wurde eine paint-Sonde flr das humane X-Chromosom verwendet. Nach
einer erfolgreichen 2D-FISH auf humane Metaphasen wurden die DNA-Sonden in
einer 3D-FISH auf fixierte Fibroblasten hybridisiert (Abb.107) und mittels Antikorpern
detektiert. AnschlieRend wurden 28 Zellkerne als 3D-Bilderstapel an einem
konfokalen Leica SP2 aufgenommen und mit Imaged fir das Programm eADS
vorbereitet. Als Referenz wurden hier das Chromosomenterritorium und der
Fibroblastenzellkern verwendet.

Dieser Versuch und die nachfolgende Auswertung wurden von Doris lliner im
Rahmen ihrer Diplomarbeit unter meiner Betreuung durchgefuhrt.

N

. Barr-Body

Abbildung 107: Beispiel einer 3D-FISH mit verschieden exprimierten BACs innerhalb der genarmen
Region auf Xq25

A Z-Projektion der DAPI-Farbung nach der 3D-FISH, Pfeil: Barr-Body

B Z-Projektion des paint #X + BACs nach der 3D-FISH

C Z-Projektion verschieden exprimierter BACs nach der 3D-FISH

Scalebar: 5um

3.12.1 In Bez f hrom menterritorium

In der Abbildung 108 ist die radiale Verteilung der 3 BAC-Pools innerhalb des aktiven
X-Chromosomenterritoriums  dargestellt. Die BAC-Pools unterscheiden sich
untereinander nicht in ihrer Position innerhalb des Territoriums (P-Werte siehe
unten). Allerdings sind die BAC-Pools 2 und 3 statistisch signifikant unterschiedlich
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zur Verteilung des Chromosomenterritoriums, wobei BAC-Pool 1 hier keine Differenz
aufweist.
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Abbildung 108: radiale Verteilung der verschieden exprimierten BACs in der genarmen Region Xq25 des
aktiven X-Chromosoms in Bezug auf das Chromosomenterritorium

Pool 1 genarm/niedrig exprimiert: griine Kurve, Pool 2 genarm/hoch exprimiert: rote Kurve, Pool 3 genarm/niedrig
exprimiert: hellgrine Kurve, CT Xa: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des CTs (bei
0nm, schwarze senkrechte Linie).

Im inaktiven X-Chromosom sieht die radiale Verteilung der BAC-Pools ahnlich aus.
Auch hier ist kein Unterschied zwischen den 3 Pools erkennbar (siehe Abb.109) und
lediglich BAC-Pool 3 ist statistisch signifikant unterschiedlich verteilt als das
Chromosomenterritorium (P-Werte siehe unten).
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Abbildung 109: radiale Verteilung der verschieden exprimierten BACs in der genarmen Region Xg25

des inaktiven X-Chromosoms in Bezug auf das Chromosomenterritorium

Pool 1 genarm/niedrig exprimiert: griine Kurve, Pool 2 genarm/hoch exprimiert: rote Kurve, Pool 3

genarm/niedrig exprimiert: hellgriine Kurve, CT Xi: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Oberflache des CTs

(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

Statistische Auswertung:

Die statistische Auswertung wurde mittels des Mann Whitney Rank Sum-Tests
durchgefuhrt und ergab folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi

Pool 1 genarm/niedrig exprimiert | 27 | -241.039 -335.261

Pool 2 genarm/hoch exprimiert 27 | -320.000 -304.138

Pool 3 genarm/niedrig exprimiert | 27 | -350.000 -350.000

CT 27 | -180.278 -254.951

Pools P-Werte Xa | P-Werte Xi
Pool 1 genarm/niedrig exprimiert — Pool 2 genarm/hoch exprimiert 0.406 0.736
Pool 1 genarm/niedrig exprimiert — Pool 3 genarm/niedrig exprimiert | 0.246 0.189
Pool 2 genarm/hoch exprimiert — Pool 3 genarm/niedrig exprimiert 0.640 0.307
Pool 1 genarm/niedrig exprimiert — CT 0.169 0.431
Pool 2 genarm/hoch exprimiert — CT 0.019 0.095
Pool 3 genarm/niedrig exprimiert — CT 0.005 0.005

156



Ergebnisse

Die in Rot dargestellten P-Werte weisen bei einer Irtumswahrscheinlichkeit von 5%
auf eine nicht zufallige Verteilung der Werte hin.

3.12.2 |n Bezug auf den Fibroblastenzellkern

In den Abbildungen 110 und 111 sind die Ergebnisse der radialen Verteilung der 3
BAC-Pools innerhalb des Fibroblastenzellkerns dargestellt. Die beiden genarmen,
niedrig exprimierten BAC-Pools des aktiven X-Chromosoms liegen etwas weiter am
Rand des Zellkerns, als der genarme, hoch exprimierte BAC-Pool. Allerdings ist
dieser Unterschied nicht statistisch signifikant (siehe unten). Die verschiedenen BAC-
Pools des inaktiven X-Chromosoms zeigen keinen erkennbaren Unterschied in ihrer
Verteilung innerhalb des Zellkerns humaner Fibroblasten.
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Abbildung 110: radiale Verteilung der verschieden exprimierten BACs in der genarmen Region
Xg25 des aktiven X-Chromosoms in Bezug auf den Zellkern humaner Fibroblasten

Pool 1 genarm/niedrig exprimiert: griine Kurve, Pool 2 genarm/hoch exprimiert: rote Kurve, Pool 3
genarm/niedrig exprimiert: hellgriine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve

Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur
Zellkernoberflache (bei Onm, schwarze senkrechte Linie).
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Abbildung 111: radiale Verteilung der verschieden exprimierten BACs in der genarmen Region

Xq25 des inaktiven X-Chromosoms in Bezug auf den Zellkern humaner Fibroblasten

Pool 1 genarm/niedrig exprimiert: griine Kurve, Pool 2 genarm/hoch exprimiert: rote Kurve, Pool 3
genarm/niedrig exprimiert: hellgriine Kurve, HFb Nukleus: blaue Kurve
Die Ordinate zeigt den relativen DNA-Gehalt in %, die Abszisse zeigt den Abstand zur Zellkernoberflache
(bei Onm, schwarze senkrechte Linie).

Statistische Auswertung:

Um festzustellen, ob die BAC-Pools innerhalb des Fibroblastenzellkerns zufallig
verteilt sind, wurde der Mann Whitney Rank Sum-Test durchgeflhrt. Er ergab

folgende Werte:

Pools n Median Xa | Median Xi
Pool 1 genarm/niedrig exprimiert | 27 | -517.061 -445.702
Pool 2 genarm/hoch exprimiert 27 | -680.964 -481.160
Pool 3 genarm/niedrig exprimiert | 27 | -560.088 -518.178

Pools

P-Werte Xa | P-Werte Xi
Pool 1 genarm/niedrig exprimiert — Pool 2 genarm/hoch exprimiert 0.066 0.964
Pool 1 genarm/niedrig exprimiert — Pool 3 genarm/niedrig exprimiert | 0.628 0.510
Pool 2 genarm/hoch exprimiert — Pool 3 genarm/niedrig exprimiert 0.087 0.641
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3.12.3 hematische Darstellun r_radialen Verteilunag_von BA mit

nterschiedlichen Eigenschaften innerhal iner narmen _Reqgion f
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Abbildung 112: Schematische Darstellung der radialen Verteilung von BACs mit unterschiedlichen
Eigenschaften innerhalb einer genarmen Region auf Xg25 in Bezug auf das Chromosomenterritorium und
den Fibroblastenzellkern

rot: genarm/hoch exprimiert, hellgriin und dunkelgriin: genarm/niedrig exprimiert, hellblau: Ct, schwarze Linie:
Kernhlle

In der Abbildung 112 ist die radiale Verteilung von BACs mit unterschiedlichen
Eigenschaften innerhalb einer genarmen Region auf Xq15 dargestellt. Die
genarmen/hochexprimierten BACs des aktiven X-Chromosoms tendieren dazu,
etwas weiter im Inneren des Fibroblastenzellkerns zu lokalisieren. Jedoch ist dieser
Unterschied statistisch nicht signifikant.
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3.13 Zusammenfassende Tabelle der Ergebnisse

3.13.1 Radiale Verteilunag in Bez

hrom

menterritorium

Experiment

Lage im CT #Xa

Lage im CT #Xi

Gendichte 2Mb ganzes X genreich
Gendichte 2Mb ganzes X genarm

kein Unterschied

kein Unterschied

RIDGE Xp vs. genarme Region Xq

kein Unterschied

kein Unterschied

Expression ganzes X hoch
Expression ganzes X niedrig

kein Unterschied

kein Unterschied

Expression Xp hoch
Expression Xp niedrig

hoch exprimierte
Bereiche weiter
innen

kein Unterschied

RIDGE Xp BAC hoch exprimiert
RIDGE Xp BACs niedrig exprimiert

kein Unterschied

kein Unterschied

genarme Region Xg BACs hoch exprimiert
genarme Region Xgq BACs niedrig exprimiert

kein Unterschied

kein Unterschied

3.13.2 Radiale Verteilung in Bezug auf den Fibroblastenzellkern

Experiment Lage im HFb | Lage im HFb
Nukleus #Xa Nukleus #Xi

ganzes X-Chromosom weiter aul’en als Xi | weiter innen als Xa

Xp Xp tendiert nach | kein Unterschied

Xq innen

Xp1, Xp2, Xq1, Xq2

Xp1, Xp2 und Xqg3
tendieren weiter
nach innen als Xq2

kein Unterschied

1-40Mb, 30-70Mb, 60-100Mb, 90-130Mb,
120-155Mb

alle Pools nahezu
gleich verteilt

alle Pools nahezu
gleich verteilt

Gendichte 2Mb ganzes X genreich
Gendichte 2Mb ganzes X genarm

kein Unterschied

kein Unterschied

Gendichte 10Mb ganzes X genreich Tendenz des | kein Unterschied
Gendichte 10Mb ganzes X genarm genreichen Pools
nach innen
RIDGE Xp vs. RIDGE Xq RIDGE Xp und der | kein Unterschied
genarme Bereiche Mitte und “tail” genarme
Mittelbereich liegen
deutlich weiter innen
RIDGE Xp vs. genarme Region Xq RIDGE Xp liegt | RIDGE Xp liegt
deutlich weiter im | deutlich weiter im

Inneren

Inneren
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Experiment

Lage im HFb

Nukleus #Xa

Lage im HFb

Nukleus #Xi

Expression ganzes X hoch
Expression ganzes X niedrig

kein Unterschied

kein Unterschied

Expression Xp hoch hoch exprimierte | Tendenz der hoch
Expression Xp niedrig Bereiche weiter | exprimierten

innen Bereiche nach innen
RIDGE Xp BAC hoch exprimiert Tendenz des | Tendenz des

RIDGE Xp BACs niedrig exprimiert

hochexprimierten
BAC nach innen

hochexprimierten
BAC nach innen

genarme Region Xg BACs hoch exprimiert
genarme Region Xgq BACs niedrig exprimiert

kein Unterschied

kein Unterschied

3.13.3 Strukturanal ktiven und inaktiven X-Chrom

Experiment Ergebnis

Distanzen zwischen den | Distanzen im aktiven X-Chromosom
Intensitatsschwerpunkten von Xp1, Xp2, | deutlich groRer als im inaktiven X-
Xq1, Xg2 Chromosom

Distanzen zwischen den | Inaktives X-Chromosom enger gefaltet als

Intensitatsschwerpunkten der 10 Mb-Pools

aktives X-Chromosom

Winkel zwischen den | Distanzen im aktiven X-Chromosom grof3er
Intensitatsschwerpunkten von Xp1, Xp2, | als im inaktiven X-Chromosom

Xq1, Xq2

Winkel zwischen den | Inaktives X-Chromosom enger gefaltet als

Intensitatsschwerpunkten der 10 Mb-Pools

aktives X-Chromosom
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4 Diskussion

Bereits im Lichtmikroskop kann man deutliche Unterschiede zwischen dem aktiven
und dem inaktiven X-Chromosom beobachten. Wahrend das aktive X-Chromosom
eine unregelmafige, unklare Form zeigt, ist das inaktive X-Chromosom als meist
ebenmafiger, rundlicher Barr-Body zu erkennen. Wo aber liegen diese
Unterschiede, die sich so deutlich in der Form erkennbar machen? In dieser Arbeit
wurde das X-Chromosom auf verschiedenen Ebenen untersucht, und versucht,
einige dieser Unterschiede zu finden.

4.1 Anordnung von Chromosomenterritorien im Zellkern

Hohere Ordnungsstrukturen des Chromatins im Zellkern sind in den letzten Jahren
verstarkt in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen geruckt. Man geht davon
aus, dass sie eine groRe Rolle in der funktionellen Aktivitat eines Zellkerns spielt.
Eine Ebene dieser Ordnung stellt die Positionierung von Chromosomenterritorien an
sich dar. Hierzu gibt es kontroverse Auffassungen. In frGhen Studien konnte man
zeigen, dass sich Nucleolus Organizing Region (NOR)-tragende Chromosomen
praferentiell an den Nucleoli im Zellkern anordnen (Manuelidis 1990), und dass das
inaktive X-Chromosom in humanen Fibroblastenzellkernen am Zellkernrand
lokalisiert und mit der Zellkernwand in Beruhrung steht (Bourgeois, Laquerriere et al.
1985). Dies konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Beide X-Chromosomen
liegen zwar randstandig, jedoch nimmt das inaktive X-Chromosom eine mehr nach
Innen gerichtete Position im Zellkern humaner Fibroblasten ein, als das aktive X-
Chromosom. In humanen Fibroblasten-Prometaphaserosetten wurden homologe
Chromosomen jeweils gegenuberliegend gefunden, was zu der Annahme fuhrt, dass
sie in zwei haploide Sets aufgeteilt sind, die von jeweils einem Elternteil stammen
und eine nicht-zufallige Anordnung zeigen (Nagele, Freeman et al. 1995; Nagele,
Freeman et al. 1998). Auch in ruhenden humanen Fibroblasten (G0-Phase) sowie in
ausdifferenzierten humanen Bronchialzellen zeigten bestimmte Chromosomenpaare
ein nicht-zufalliges Muster im Zellkern (Koss 1998; Nagele, Freeman et al. 1999).
Bolzer et al haben in einer Studie in humanen Fibroblasten sowie in Zellkernen von
amniotischen Zellen eine groRenabhangige Anordnung der Chromosomenterritorien
im Zellkern beobachtet. Kleine Chromosomen liegen, unabhangig von ihrer
Gendichte, weiter im Inneren des Zellkerns als groe Chromosomen (Bolzer, Kreth
et al. 2005). Dieses Ergebnis lauft konform zu den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit, in der beide X-Chromosomen, die mit 155 Megabasen zu den eher grol3eren
Chromosomen zahlen, in Zellkernen ruhender humaner Fibroblasten randstandig
orientiert sind.
Andere Untersuchungen in humanen Lymphozyten bestatigen eine Gendichte-, aber
nicht groRenabhangige Anordnung der Chromosomen im Zellkern. So wurde fur die
Chromosomen 18 und 19, die eine ahnliche Grofle aufweisen (CT #18: 76Mb, CT
#19: 64Mb) eine eindeutige Positionierung nachgewiesen. Chromosom 18, das mit
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5.6 Genen/Mb das genarmste Chromosom im menschlichen Genom ist, liegt hier
eher an der nuklearen Peripherie, wahrend Chromosom 19, das mit 26.5 Genen/Mb
das genreichste menschliche Chromosom ist, im Inneren des Zellkerns
verschiedener Zelltypen liegt (Croft, Bridger et al. 1999; Boyle, Gilchrist et al. 2001;
Cremer and Cremer 2001a; Cremer, Kipper et al. 2003). Eine Studie zu
Translokationshaufigkeiten zwischen verschiedenen Chromosomen bestatigt diese
Gendichte-abhangige Verteilung. Man fand heraus, dass es mehr Translokationen
zwischen den humanen Chromosomen #17, #19 und #21 gibt, die aufgrund ihrer
Gendichte im Inneren des Zellkerns positioniert sind und somit eine raumliche Nahe
zueinander aufweisen, als zwischen anderen Chromosomen (Bickmore and Teague
2002). Das humane X-Chromosom ist mit 8.6 Genen/Mb ein genarmes Chromosom
und liegt in den Versuchen dieser Arbeit randstandig im Zellkern humaner
Fibroblasten. Somit kann diese Gendichte-abhangige radiale Verteilung ganzer
Chromosomen bestatigt werden. Moglicherweise kann man somit in flachen
Zellkernen, wie denen der Fibroblasten, von einer groRenabhangigen Verteilung der
Chromosomen ausgehen, wahrend in kugeligen Zellkernen, wie denen der
Lymphozyten die Gendichte eine groRe Rolle bei der Anordnung der Chromosomen
spielt. Neusser et al untersuchten die Gendichte- und GroRen-abhangige Verteilung
von Chromosomen im Fibroblastenzellkern von Wolf-Meerkatzen, deren
Chromosomen alle mehr oder weniger gleich grof3 sind, und fanden hier auch in
flachen, ellipsoiden Zellkernen eine eindeutige Gendichte-abhangige Anordnung des
Chromatins (Neusser, Schubel et al. 2007). Dies lasst vermuten, dass die Anordnung
der groRen Chromosomen am ,Aquator® des Zellkerns die Folge einer
geometrischen Notwendigkeit ist.

Diese Untersuchungen und Ergebnisse lassen auf eine nicht-zufallige hohere
Ordnung schlielRen, die eine besondere Wichtigkeit fur die Funktionen im Zellkern
innehat. Jedoch sind die Muster, die Chromosomen in ihrer Positionierung aufzeigen
statistische = Reprasentationen von Chromosomenpositionen, die keinerlei
Informationen Uber genaue Koordinaten eines bestimmten Chromosoms in einem
bestimmten Zellkern geben, sondern es ist wichtig zu erkennen, dass, obwohl
signifikante nicht-zufallige Chromosomenanordnungen gefunden werden, diese
Muster ein gewisses signifikantes Mal} an Unsicherheit mit sich bringen und lediglich
eine praferierte, probabilistische Position eines bestimmten Chromosoms im Zellkern
darstellen (Parada, Roix et al. 2003).

4.2 Anordnung subchromosomaler Bereiche im Zellkern

4.2.1 EinfluR der Gendichte auf die Anordnung subchromosomaler Bereiche
im Zellkern

Wie bereits in Abschnitt 4.1 fur ganze Chromosomenterritorien beschrieben, hat die

Gendichte einen wichtigen Einfluss auf die Lokalisation von Chromatin im Zellkern.

Auch fur subchromosomale Bereiche kann eine Gendichte-abhangige Verteilung im
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Zellkern beobachtet werden. Translozierte Domanen derivativer Chromosomen
nehmen fast die gleiche radiale Position im Zellkern ein wie die entsprechenden nicht
rearrangierten, normalen Chromosomen (Croft, Bridger et al. 1999; Cremer, Kipper
et al. 2003). Dieses Muster ist sogar in verschiedenen Spezies hochkonserviert. So
konnte gezeigt werden, dass Regionen rearrangierter Chromosomen, die sich in ihrer
Gendichte unterscheiden, sich polar anordnen, wobei genreiches Chromatin
wiederum mehr im Inneren des Zellkerns lokalisiert als genarmes Material (Tanabe,
Muller et al. 2002b; Neusser, Schubel et al. 2007).

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass centromerisches
Heterochromatin  weiter am Zellkernrand lokalisiert, als die Gene des
korrespondierenden Chromosomenterritoriums (Salnikova, Kozubek et al. 2000).
Auch in der Maus konnte dies anhand eines 4.3 Mb groRen Genabschnitts auf MMU
#14 beobachtet werden. In diesem Abschnitt befinden sich 4 Cluster mit
transkriptionell aktiven Genen, die durch sogenannte ,deserts®, Bereiche ohne Gene,
voneinander getrennt sind. Diese ,deserts” fand man weiter zur Zellkernperipherie
hin orientiert als die Gencluster, die sich zur Zellkernmitte hin orientierten (Shopland,
Lynch et al. 2006). Ahnliche Ergebnisse fand man bei einzelnen Genen, die sich
mehr im Inneren des Zellkerns befanden als die intergenischen Sequenzen des
korrespondierenden Chromosomenterritoriums (Scheuermann, Tajbakhsh et al.
2004). Bisher wurde diese Gendichte-abhangige Verteilung chromosomaler
Subabschnitte hauptsachlich in runden cyclierenden Zellkernen, wie der der
Lymphozyten beschrieben (Bridger, Boyle et al. 2000). In flachen, ellipsoiden,
ruhenden Zellkernen (GO-Phase), wie der der Fibroblasten wurde fur Chromosomen
eher eine groRen-abhangige Verteilung gesehen (Croft, Bridger et al. 1999; Cremer
and Cremer 2001a; Bolzer, Kreth et al. 2005). In einer aktuellen Studie konnte
gezeigt werden, dass genreiche subchromosomale Abschnitte der Chromosomen #
11, #12, #18 und #19 sowohl in runden Zellkernen, als auch in flachen ellipsoiden
Zellkernen ruhenden Fibroblasten eine Gendichte-abhangige radiale Verteilung
vorherrscht. Gendichte Chromatinabschnitte wurden auch hier wieder mehr zentral
im Zellkern gefunden als genarme Chromatinbereiche, die weiter am Zellkernrand
lokalisieren (Kupper, Kolbl et al. 2007).

In der hier vorgelegten Arbeit wurden mehrere verschiedene subchromosomale
Bereiche des humanen X-Chromosoms hinsichtlich ihrer Gendichte-abhangigen
Verteilung innerhalb des Zellkerns ruhender Fibroblasten untersucht.

Das humane X-Chromosom ist mit 8.6 Genen/Mb ein eher genarmes Chromosom.
Dennoch besitzt es zwei Regionen, sogenannte RIDGEs (siehe Abschnitt 1.3.1), die
aulder einer Uberdurchschnittlichen Expression von Genen auch gleichzeitig sehr
genreich sind (>15 Gene/Mb). Ein RIDGE befindet sich auf dem p-Arm in der Region
Xp11, das andere lokalisiert auf dem g-Arm in der subtelomerischen Region Xg28.
Eine besonders genarme Region (3.5 Gene/Mb) findet man in der Region Xq25 auf
dem g-Arm. Das restliche X-Chromosom weist keine besonderen Schwankungen in

der Gendichte auf.
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Um die radiale Verteilung genreicher und genarmer Chromatinabschnitte des
humanen X-Chromosoms zu untersuchen, wurde schrittweise vorgegangen und
dabei die Positionierung von groRen Abschnitten, wie ganzen Chromosomenarmen
bis hin zu einzelnen Genen im Zellkern humaner Fibroblasten untersucht.

Ganze Chromosomenarme

Die radiale Verteilung der Chromosomenarme p und q zeigte weder im aktiven X-
Chromosom, als auch im inaktiven X-Chromosom signifikante Unterschiede. Jedoch
kann eine Tendenz des p-Arms des aktiven X-Chromosoms sich etwas mehr zur
Zellkernmitte zu orientieren, beobachtet werden. Auf dem p-Arm befindet sich das
RIDGE Xp11, welches in der Nahe des Centromers liegt und sehr genreich ist.
Centromere clustern meist an der Zellkernperipherie (Weierich, Brero et al. 2003).
Daher war zu erwarten, dass das RIDGE auf Xp11 zur Zellkernmitte hin tendiert,
wahrend das Centromer zur Zellkernperipherie zieht. Somit kann nur ein geringer
Effekt beobachtet werden. Das RIDGE auf Xq28 befindet sich in der
subtelomerischen Region Xq28. Da sich Telomere normalerweise weiter im Inneren
des Zellkerns befinden als Centromere (Weierich, Brero et al. 2003) ist dieser Effekt
hier nicht zu erklaren.

Unterteilte Chromosomenarme

Unterteilt man den p- und den g-Arm in jeweils zwei gleich grol3e Teile, sieht man
wieder deutlich eine eine internere Position der p-Arm-Teile im Vergleich zu den g-
Arm-Teilen im aktiven X-Chromosom. Hier gibt es sogar signifikante Unterschiede.
Beide Teile des p-Arms, sowie der erste Teil des g-Arms liegen signifikant weiter im
Inneren des Zellkerns als der zweite Teil des g-Arms. Also ist hier auch wieder der
Teil des Chromosoms, auf dem das RIDGE Xp11 liegt interner lokalisiert als das
RIDGE Xq28. Im inaktiven X-Chromosom hingegen finden sich keine Unterschiede.

Das X-Chromosom in 10Mb-Abschnitten

Verfeinert man nun die Abschnitte des X-Chromosoms hin zu 10Mb grof3en Teilen
und untersucht deren radiale Verteilung einzeln im Zellkern humaner Fibroblasten, so
ist auf das gesamte aktive und inaktive X-Chromosom gesehen kein signifikanter
Unterschied vorhanden. Genreiche und genarme Bereiche sind hier gleich verteilt. Im
aktiven X-Chromosom kann man wieder eine Tendenz des RIDGE Xp11, sich weiter
im Inneren des Zellkerns zu positionieren, erkennen. Dieser Unterschied ist
allerdings nicht statistisch signifikant. Somit kann eine eindeutige Gendichte-
orientierte Anordnung innerhalb von 10Mb grof3en Stlcken entlang des humanen X-
Chromosoms im Fibroblastenzellkern nicht bestatigt werden. Dies kdnnte allerdings
an der allgemeinen Genarmut dieses Chromosoms liegen, sowie an der meist
gleichmafigen Verteilung von Genen uber das gesamte Chromosom.
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Gendichte-abhangige Verteilung innerhalb eines 2Mb-Fensters

Murmann et al haben die Hypothese aufgestellt, dass die Gendichte innerhalb eines
2Mb groflen Fensters den groften Einfluss auf die Positionierung von Genen
innerhalb des Zellkerns hat (Murmann, Gao et al. 2005). In dieser Arbeit wurden
deshalb samtliche innerhalb eines 2Mb grolen Fensters als genreich deklarierten
Bereiche des gesamten X-Chromosoms in BAC-Pools zusammengefasst und ihre
radiale Verteilung im Vergleich zu den genarmen Bereichen im Fibroblastenzellkern
untersucht. Allerdings ergaben sich zwischen den genreichen und genarmen
Bereichen des jeweiligen X-Chromosoms keine Unterschiede in der Anordnung im
Zellkern. Lediglich ergab diese Auswertung, dass sowohl die genreichen, als auch
die genarmen Bereiche des inaktiven X-Chromosoms signifikant weiter im Inneren
des Zellkerns lokalisieren als die korrespondierenden Bereiche des aktiven X-
Chromosoms. Dieser Unterschied kann aber wohl mit der Tatsache erklart werden,
dass das inaktive X-Chromosom in dieser Arbeit signifikant mehr im Inneren des
Fibroblastenzellkerns gefunden wird, als das aktive X-Chromosom. Wahrscheinlich
spielt es hier auch eine Rolle, dass die als genreich eingestuften Bereiche Uber das
gesamte X-Chromosom verteilt sind und sich eventuelle Gendichte-abhangige
Effekte nivellieren, da sie aufgrund der allgemein geringen Gendichte des X-
Chromosoms nicht stark genug sind, eine Veranderung in der radialen Verteilung
hervorzurufen.

Gendichte-abhéngige Verteilung innerhalb eines 10Mb-Fensters

Klpper et al haben, im Gegensatz zu Murmann et al ein 10Mb-Gendichte-Fenster
postuliert, welches am Besten mit der Lokalisation im Zellkern korreliert (Murmann,
Gao et al. 2005; Kupper, Kolbl et al. 2007). So wurde hier nun im nachsten Schritt
dieses Kriterium auf die Zusammenstellung der Gendichte-BAC-Pools angewendet.
Gendichte Bereiche innerhalb eines 10Mb-Fensters des aktiven X-Chromosoms
zeigen dagegen deutlich eine Tendenz weiter im Inneren des Zellkerns zu
lokalisieren als die genarmen Bereiche. Allerdings ist auch dieser Unterschied nicht
signifikant. Im genreichen BAC-Pool wurden hier die BACs der beiden RIDGEs
vereint. Wie man in den vorangegangen Versuchen gesehen hat, zeigt der Bereich
des X-Chromosoms (nur Xa) eine Tendenz zur Mitte des Zellkerns hin, in dem das
RIDGE Xp11 liegt, wahrend der Bereich der das RIDGE Xg28 umspannt eher
randstandig organisiert ist. Hier konnte es demnach sein, dass diese Tendenz der
genreichen Bereiche mehr im Inneren des Zellkerns lokalisiert zu sein eine Folge ist
aus der mehr interneren Position des RIDGE Xp11 und der peripheren Position des
RIDGE Xq28. Es kann hier zwar keine absolute Gendichte-abhangige radiale
Verteilung genreicher und genarmer Chromatinabschnitte beobachtet werden, aber
eine leichte Orientierung der genreichen Bereiche zur Mitte hin kann auch hier
gezeigt werden. Im inaktiven X-Chromosom ist wiederum kein Unterschied in der
radialen Anordnung genreicher und genarmer Bereiche zu finden.
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Um die Lage der beiden RIDGEs im Zellkern genauer definieren zu konnen, wurden
die innerhalb des 10Mb-Fensters sehr genreichen Bereiche mit verschiedenen
Flourochromen markiert und somit unterschieden. Als Vergleich wurde der genarme
Bereich zwischen den beiden RIDGEs sowie der genarme Bereiche in Xp22 mit in
die Untersuchung einbezogen. Hier kann nun deutlich eine signifikante Verlagerung
im aktiven X-Chromosom des RIDGE Xp11 zur Zellkernmitte im Gegensatz zum
RIDGE Xq28 beobachtet werden. Somit ist erklart, warum innerhalb eines 10Mb-
Fensters nur eine Tendenz, aber kein signifikanter Unterschied in der radialen
Verteilung genreicher Bereiche im Vergleich zu genarmen Bereichen gezeigt werden
konnte. Der genarme Mittelbereich liegt auch weiter im Inneren des Zellkerns als das
RIDGE Xq28, was wohl darauf zurlckzuflhren ist, dass das X-Chromosom vom p-
zum g-Arm eine Verschiebung zur Peripherie des Zellkerns zeigt. Der genarme
Bereich Xp22 ist im Gegensatz zum RIDGE Xp11 und dem genarmen Mittelbereich
peripher Richtung Zellkernrand lokalisiert. Im inaktiven X-Chromosom sind sowohl
beide RIDGEs als auch die genarmen Bereiche gleich verteilt.

Um eine noch mehr abgestufte Darstellung genreicher und genarmer Bereiche des
X-Chromosoms zu bekommen, wurden zwei in Bezug auf die Gendichte extrem
gegensatzliche Bereiche miteinander verglichen, das RIDGE Xp11 mit mehr als 15
Genen/Mb und die genarme Region Xg25 mit 3.5 Genen/Mb. Hier wurde eine
deutliche hohere Chromatinanordnung gefunden. In beiden Chromosomen liegt das
RIDGE Xp signifikant weiter innen im Zellkern als die genarme Region Xq25. Somit
kann zumindest fur einzelne distinkte extrem unterschiedlich genreiche Bereiche eine
Gendichte-abhangige radiale Anordnung im Zellkern humaner Fibroblasten bestatigt
werden.

Verteilung einzelner Gene innerhalb einer genreichen und genarmen Region
Fir einzelne Gene innerhalb genreicher oder genarmer Regionen auf dem X-
Chromosom konnte in Bezug auf den Fibroblastenzellkern keine unterschiedliche
radiale Verteilung gezeigt werden.

Die bisher vorgeschlagene Gendichte-abhangige Anordnung subchromosomaler
Bereiche in Zellkernen humaner Fibroblasten (Kupper, Kolbl et al. 2007) kann somit
zum grof3en Teil bestatigt werden. Die teilweise nur schwache Tendenz genreicher
Bereiche des X-Chromosoms mehr im Inneren des Zellkerns zu lokalisieren als die
genarmen Bereiche ist wohl auf die geringen Unterschiede in der Gendichte
zwischen genreichen und genarmen Bereichen dieses Chromosoms zurtickzufihren.

4.2.2 EinfluR der Genexpression auf die Anordnung subchromosomaler
iche i 1l

Nachdem der Gendichte eine grolRe Rolle bei der Positionierung von
Chromatinabschnitten im Zellkern zugesprochen wird (Bridger 2000, Kupper 2007),

kommt die Frage auf, welche Rolle die Genexpression spielt. Dieses Thema wird bis
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dato kontrovers diskutiert (Reviews: (van Driel, Fransz et al. 2003; Kosak and
Groudine 2004; Parada, McQueen et al. 2004; Bartova and Kozubek 2006; Lanctot,
Cheutin et al. 2007)). Einige Studien belegen, dass Gene, die transkriptionell aktiv
sind weiter im Zellkerninneren liegen, als Gene, die nicht exprimiert werden
(Lukasova, Kozubek et al. 2002; Scheuermann, Tajbakhsh et al. 2004). Zum Beispiel
konnte nachgewiesen werden, dass Gene, die nicht aktiv sind, nach ihrer Aktivierung
ihre Position verandern und eine internere Position im Zellkern einnehmen als vor
ihrer Aktivierung (Kim, McQueen et al. 2004; Zink, Amaral et al. 2004). Allerdings
wurde die Umgebung der Gene, wie die Gendichte in diesen Arbeiten nicht in in die
Untersuchungen mit einbezogen, so dass man nicht auf eine alleinige Rolle der
Expression der Gene schlieRen kann. Wie man anhand der RIDGEs sehen kann,
gibt es einen engen Zusammenhang zwischen der Gendichte und der Expression
von Genen (Caron, Schaik et al. 2001; Versteeg, van Schaik et al. 2003). So kann
man sich also nicht sicher sein, ob exprimierte Gene, die in genreichen Regionen
liegen aufgrund ihrer Expression oder aufgrund ihrer Gendichte distinkte Bereiche im
Zellkern einnehmen. In einer Studie, in der sowohl die Gendichte, als auch die
transkriptionelle  Aktivitdt von Genen bertcksichtigt wurde, konnte kein
Zusammenhang zwischen der Positionierung von Genen im Zellkern und ihrem
Transkriptionsstatus beobachtet (Kupper, Kolbl et al. 2007).

In dieser Arbeit wurden RIDGEs, hochexprimierte Bereiche verteilt Uber das gesamte
X-Chromosom, hochexprimierte Bereiche auf dem p-Arm und einzelne
hochexprimierte BACs hinsichtlich ihrer Lage im Zellkern humaner Fibroblasten
untersucht. Die RIDGEs, die gleichzeitig die beiden genreichen Bereiche des X-
Chromosoms darstellen wurden bereits in Abschnitt 4.2.1 diskutiert. Das RIDGE
Xp11 liegt weiter im Inneren des Zellkerns als das RIDGE Xq28 und auch im
Gegensatz zu einer extrem genarmen und somit auch wenig exprimierten Region auf
Xq25. Hier kann man allerdings nicht sagen, ob dieses Ergebnis den Einfluss der
Gendichte oder den Einfluss der Transkription auf die radiale Anordnung im Zellkern
darstellt.

In einem weiteren Experiment wurden alle BACs, die mindestens ein in dieser
Zelllinie hochexprimiertes Gen enthalten zu einem Pool zusammengefasst und ihre
radiale Verteilung im Zellkern mit der der niedrig exprimierten BACs verglichen. Hier
kann kein Unterschied zwischen hoch und niedrig exprimierten BAC-Pools
hinsichtlich ihrer Lage im Chromosomenterritorium beobachtet werden. Allerdings
kommt auch hier wieder die Frage auf, ob sich die Effekte nicht nivellieren, wenn
BAC-Pools Uber ein ganzes Chromosom hinweg zusammengefasst werden.
Deswegen wurde eine Teilregion auf dem p-Arm des X-Chromosoms ausgewahlt
und anhand zweier kleiner BAC-Pools (je n=15), der Versuch wiederholt. Hier sieht
man nun deutlich eine Verschiebung der hochexprimierten Bereiche beider
Chromosomen zur Zellkernmitte hin. Der Einfluss der Gendichte auf diese
Anordnung kann nahezu ausgeschlossen werden, da in beiden Pools BACs

verwendet wurden, die nur zum Teil innerhalb des RIDGE Xp11 liegen. Auf3erdem
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liegen sowohl hoch als auch niedrig exprimierte BACs innerhalb des RIDGE Xp11.
Alle hier verwendeten BACs enthalten nur Gene, die auf dem inaktiven X-
Chromosom inaktiviert sind. Auch bei der Untersuchung einzelner hoch und niedrig
exprimierter Gene in genreicher (Xp11) und genarmer (Xg25) Umgebung kann kein
Unterschied in der Position innerhalb des Fibroblastenzellkerns beobachtet werden.
Deshalb kann hier nicht gefolgert werden, dass die Transkription einen wirklichen
alleinigen Einfluss auf die Anordnung von Chromatinbereichen im Zellkern hat.

4.3 Anordnung subchromosomaler Bereiche im
Chromosomenterritorium

4.3.1 Einfl r ndicht f die Anordnun hrom maler Bereich
. | .

Wahrend die Struktur eines Metaphasechromosoms hinsichtlich der DNA-Sequenz,
des Bandenmusters und seiner Form eindeutig beschrieben wurde (Review: (Craig
and Bickmore 1993), ist dies bei Chromosomen in der Interphase bis dato nicht
moglich. Chromosomen in der Interphase nehmen meist unregelmafige,
unstrukturierte Formen an, die in der Literatur kontrovers diskutiert werden (Reviews:
(Williams and Fisher 2003; Cremer, Cremer et al. 2006)).

Nichts desto trotz gibt es einige Studien, die einen Hinweis darauf geben, dass auch
hier die Gendichte wieder eine Rolle in der Organisation eines
Chromosomenterritoriums  spielt. Zum einen konnte mittels einer doppelten
Replikationsmarkierung der humanen Chromosomen #13 und #15 gezeigt werden,
dass sich der Teil der Chromosomen, der friih replizierendes Chromatin enthalt zur
Mitte des Zellkerns hin orientiert, wahrend der Teil, der spatreplizierendes Chromatin
enthalt, eher zum Zellkernrand hin lokalisiert (Zink, Bornfleth et al. 1999). Diese
Polaritat von Chromosomenterritorien konnte auch fir Bereiche mit hohem GC-
Gehalt und Bereiche mit niedrigem  GC-Gehalt gezeigt werden.
Chromosomenbereiche mit einem hohen GC-Gehalt sind mehr zur Zellkernmitte
orientiert als Chromosomenbereiche mit einem niedrigen GC-Gehalt (Saccone,
Federico et al. 2002). Ein hoher GC-Gehalt, sowie auch frihreplizierendes Chromatin
gehen mit einer hohen Gendichte einher (Caron, Schaik et al. 2001; Versteeg, van
Schaik et al. 2003; Woodfine, Fiegler et al. 2004), was den Schluld mit sich bringt,
dass auch innerhalb von Interphasechromosomen eine durch die Gendichte bedingte
Anordnung von Chromatin vorhanden ist.

In dieser Arbeit wurden BACs, die innerhalb eines 2Mb-Fensters als genreich
klassifiziert werden konnten zu einem, das gesamte X-Chromosom Uberspannenden
Pool zusammengefasst und ihre Verteilung im Vergleich zu genarmen Bereichen
innerhalb des Chromosomenterritoriums untersucht. Wie schon zu vor in Bezug auf
den Fibroblastenzellkern konnte kein Unterschied in der Anordnung genreicher und
genarmer Bereiche festgestellt werden. Beide BAC-Pools sind innerhalb des X-
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Chromosoms gleichmassig verteilt. Auch der nachste Versuch, in dem eine extrem
genreiche Region in Xp11 (>15 Gene/Mb) mit einer sehr genarmen Region in Xg25
(3.5 Gene/Mb) hinsichtlich ihrer Positionierung im Chromosomenterritorium
verglichen wurde bringt kein anderes Ergebnis. Eine Polarisierung innerhalb des
Territoriums des humanen X-Chromosoms aufgrund Chromatinbereichen
unterschiedlicher Gendichte kann hier nicht bestatigt werden.

4.3.2 EinfluR der Genexpression auf die Anordnung subchromosomaler
iche i | T

Spezifische Gentranskripte und splicing snRNPs, die daflr bekannt sind, mit
Transkriptionsorten zu colokalisieren, wurden praferentiell an der Oberflache von
Chromosomenterritorien gefunden (Zirbel, Mathieu et al. 1993) und formten damit die
Basis der Vorstellung des ICD-Modells (Interchromosome Domain Modell, siehe
Abschnitt 1.1.2.5.1), in dem Transkription und RNA-Prozessierung an der Oberflache
von Chromosomenterritorien stattfinden, an Kanalen, die, ausgehend von den
Kernporen, an die Grenzen der Territorien anschlieen (Cremer, Kurz et al. 1993;
Zirbel, Mathieu et al. 1993). Diese Kanale sollen die macromolekulare Maschinerie
enthalten, die fur alle essentiellen Vorgange wie Transkription, RNA splicing und
RNA-Transport notwenig ist. AuRerdem beschreibt dieses Modell eine Zelltyp-
spezifische Positionierung von Genen innerhalb eines Territoriums, wobei sich aktive
Gene an der Oberflache des Territoriums aufhalten, um Zugang zur
Transkriptionsmaschinerie zu erhalten. Inaktive Gene dagegen, lokalisieren im
Inneren des Territoriums, ohne Zugang zu dieser Maschinerie und werden somit
reprimiert (Cremer, Kurz et al. 1993). Einhergehend mit diesem Modell fand man in
einer Studie heraus, dass verschiedene codierende Gene, unabhangig von ihrem
Expressionprofil, meist an der Oberflache von Chromosomenterritorien gefunden
werden, wohingegen nicht-codierende Sequenzen im Inneren des Territoriums
lokalisieren (Kurz, Lampel et al. 1996). Untersuchungen zur Lage von Genen am
humanen X-Chromosom ergaben eine Korrelation zwischen der Lage der Gene und
ihrer transkriptionellen Aktivitat (Dietzel, Schiebel et al. 1999). Die zwei homologen
ANT3-Gene, die nicht der X-Inaktivierung unterliegen, fand man an der Oberflache
der beiden X-Chromosomenterritorien, wohingegen das ANT2-Gen, welches auf dem
inaktiven X-Chromosom inaktiviert ist, nur auf dem aktiven X-Chromosom an der
Oberflache positioniert war und im inaktiven X-Chromosom im Inneren des
Territoriums lag (Dietzel, Schiebel et al. 1999). Volpi et al untersuchten mehrere
grolde genomische Regionen auf Chromosom #6, die unter anderem den Major
Histocompatibility Complex (MHC-Komplex) beeinhalteten und fanden heraus, dass
alle untersuchten Regionen, unabhangig ihres Expressionsstatus, an der Oberflache
des Chromosomenterritoriums lagen. Der MHC-Komplex wurde in Zellen, in denen er
transkriptionell aktiv ist, sogar mehrere um aullerhalb des Territoriums auf einem
sogenannten ,Chromatinloop“ beobachtet, wohingegen genarme Regionen und

Centromere nie auf solch einem ,Loop“ gesehen wurden (Volpi, Chevret et al. 2000).
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Auch das hochexprimierte ERBB2-Gen auf Chromosom #17 wurde in Krebszelllinien
aus dem Territorium herausragend gefunden (Park and De Boni 1998). Clemson und
ihre Mitarbeiter untersuchten Gene auf dem inaktiven X-Chromosom und fanden
heraus, dass alle Gene, unabhangig ob sie der X-Inaktivierung unterliegen, an der
Oberflache des Barr-Bodies lokalisieren, wahrend das Innere des Barr-Bodies
sogenannte ,junk-DNA®, wie Cot1-DNA enthalt (Clemson, Hall et al. 2006). All diese
Studien gehen konform mit dem angenommenen |ICD-Modell.

1999 fanden Verschure et al, indem sie BrUTP in neutranskribierte RNA
inkorporierten heraus, dass Transkription an der Oberflache Chromatin-reicher
Subdomanen Uber das gesamte Chromosomenterritorium verteilt, stattfindet
(Verschure, van der Kraan et al. 1999). Zusatzlich wurde in einer Studie anhand
elektronenmikroskopischer Aufnahmen gezeigt, dass sich das Interchromatin-
Kompartment nicht nur zwischen den Chromosomenterritorien erstreckt, sondern
auch Kanale durch die CTs hindurch laufen (Visser, Jaunin et al. 2000).

Wie koénnen nun die Beobachtungen, dass aktive Gene praferentiell an der
Oberflache eines Chromosomenterritoriums gefunden werden (Kurz, Lampel et al.
1996; Dietzel, Schiebel et al. 1999; Volpi, Chevret et al. 2000) mit der Beobachtung,
dass Transkription Uber das gesamte Chromosomenterritorium hinweg stattfindet
(Verschure, van der Kraan et al. 1999; Mahy, Perry et al. 2002b) Uberein gebracht
werden?

Mit der Einfihrung des ,chromosome territory — interchromatin compartment“-Modell
(CT-IC-Modell), welches eine Weiterentwicklung des ICD-Modells (siehe Abschnitt
1.2.5.1) ist, werden beide Aspekte miteinander vereint (Cremer and Cremer 2001a;
Cremer, Kupper et al. 2004). Nun durchziehen die Kanale des Interchromatin-
Kompartments auch die Chromosomenterritorien, die eine Schwamm-ahnliche
Struktur besitzen und somit zuganglich fur die Proteine des Interchromatin-
Kompartment sind (siehe Abschnitt 1.1.2.5.2). Nun ist die Positionierung aktiver
Gene nicht mehr auf die Oberfliche von Chromosomenterritorien beschrankt
(Review: (Cremer and Cremer 2001a; Cremer, Kupper et al. 2004)).

In dieser Arbeit wurden BAC-Pools hoch und niedrig exprimierter Bereiche erstellt,
die das gesamte X-Chromosom umspannen und deren radiale Verteilung innerhalb
des Chromosomenterritoriums untersucht. Hierbei wurde keine Polarisation innerhalb
des aktiven und des inaktiven X-Chromosoms gefunden, was mit dem CT-IC-Modell
konform geht, nach dem Transkription tber das gesamte Chromosomenterritorium
hinweg stattfinden kann. Betrachtet man nur einen Teil der hoch und niedrig
exprimierten Bereiche auf dem p-Arm des X-Chromosoms, so findet man, dass
hochexprimierte Bereiche des p-Arms mehr innerhalb des aktiven X-Chromosoms
lokalisieren, als niedrig exprimierte Bereiche, die =zufallig Uber das gesamte
Chromosom verteilt sind. Dies konnte allerdings auch eine Folge der Markierung des
X-Chromosoms mit einer paint-Sonde sein, die eventuell nicht das gesamte X-
Chromosom gleichmafig abdeckt. Im inaktiven X-Chromosom sind sowohl die hoch

als auch die niedrig exprimierten Bereiche gleich verteilt, wobei die hoch exprimierten
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Bereiche am inaktiven X-Chromosom inaktiviert sind. Somit ist von vornherein kein
Unterschied zu erwarten. Die von Clemson et al beobachtete Verteilung der Gene
am Rand des Barr-Bodies (Clemson, Hall et al. 2006) (siehe Abbildung 10) kann hier
nicht bestatigt werden. Vermutlich liegt es nicht daran, dass sie sehr viele Gene
untersucht haben, die nicht der X-Inaktivierung unterliegen, da in der hier
vorliegenden Arbeit Gene untersucht wurden, die das gesamte X-Chromosom
umspannen. Warum es diese enormen Diskrepanzen in den Ergebnissen gibt, liegt
vielleicht an der Auswertungsmethode. Wahrend Clemson und ihre Mitarbeiter eine
Auswertung an 2D-Bildern vorgenommen haben, wurde hier die radiale Verteilung in
3D ausgewertet. Auch die Verwendung unterschiedlicher Mikroskope konnte eine
Erklarung bieten. Wahrend Clemson et al ein normales inverses
Fluoreszenzmikroskop  verwendet haben, wurde hier ein  konfokales
Laserscanningmikroskop benutzt.

Betrachtet man also die Ebene einzelner Gene, so ist, unabhangig von deren
Gendichteumgebung kein Unterschied in der Lokalisation im
Chromosomenterritorium zu erkennen. Sowohl hoch, als auch niedrig exprimierte
Gene positionieren sich in genreichen, wie auch genarmen Regionen des X-
Chromosoms gleich. Diese Beobachtungen gehen ebenfalls konform mit der
Annahme, dass Transkription Uber das gesamte Chromosomenterritorium hinweg
stattfinden kann.

4.4 Eunktionelle Bedeutung einer héheren Ordnung im Zellkern

Nachdem in vielen Arbeiten der lokalen Gendichte der grof3te Einfluss auf die radiale
Anordnung von Chromatin im Zellkern zugesprochen wird (Murmann, Gao et al.
2005; Kupper, Kolbl et al. 2007), wurde dies in dieser Arbeit fur das X-Chromosom in
Zellkernen humaner Fibroblasten untersucht und bestatigt. Die Gendichte-abhangige
radiale Anordnung von Chromatin im Zellkern ist zwischen verschiedenen Spezies
hochkonserviert und wird in vielen verschiedenen Zelltypen gesehen (Tanabe, Muller
et al. 2002b; Cremer, Kupper et al. 2003; Kipper, Kalbl et al. 2007). Dies lasst die
Frage nach der biologischen Bedeutung aufkommen. Hierzu gibt es mehrere
Ansichten.

Eine Hypothese, die sogenannte ,Bodyguard-Hypothese“ (Hsu 1975; Gazave,
Gautier et al. 2005), besagt, dass genreiches Material im Zellkerninneren vor
Schadigungen von aulen geschutzt ist, da diese von dicht gepacktem genarmen
Material, dass an der Peripherie des Zellkerns lokalisiert, abgehalten werden.
Schadigungen im Sinne der ,Bodyguard-Hypothese® waren freie Radikale, die bei
der Atmung in den Mitochondrien, die um den Nukleus angeordnet sind, entstehen,
oder andere DNA schadigende Reagenzien wie Chemikalien oder Strahlung.
Allerdings konnte in einer Studie nach UV-Bestrahlung von Zellkernen kein
signifikanter Unterschied in der Empfanglichkeit von DNA-Schaden zwischen
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genreichem und genarmen Chromatin nachgewiesen werden (Gazave, Gautier et al.
2005).

Alternative Hypothesen sehen das dicht gepackte genarme Material in der
Zellkernperipherie als Puffer fir Schwankungen in der Spannkraft (Vinogradov 1998;
Vinogradov 2005) oder als Puffer flur externe mechanische Einwirkungen (Maniotis,
Chen et al. 1997; Caille, Thoumine et al. 2002; Gladilin, Micoulet et al. 2007).
Allerdings mussen beide Hypothesen erst experimentell bestatigt werden.

Auch konnte durch die Anhaufung vieler trankriptionell aktiver Gene im Inneren des
Zellkerns eine gemeinsame Regulierung durch Teilen von
Transkriptionsmaschinerien, Splicingfaktoren etc eine Rolle spielen. So wurden zum
Beispiel bestimmte Transkriptionsfaktoren beschrieben, die im Inneren des Zellkerns
ihre Gene in unmittelbarer Nachbarschaft finden und dadurch die Expression
einfacher reguliert werden kann (Shopland, Johnson et al. 2003; Osborne,
Chakalova et al. 2004; Spilianakis, Lalioti et al. 2005). So kann eventuell eine
effizientere Expression dieser Gene entstehen.

Desweiteren stellt sich naturlich die Frage nach dem Mechanismus, der diese
spezielle Anordnung von Chromatin im Zellkern bewerkstelligt. Eine Erklarung ware
das sogenannte biophysikalische Konzept des ,Macromolecular crowding®
(Zimmerman and Minton 1993), welches kurzlich an die Zellkernarchitektur
angepasst wurde (Cook 2002; Hancock 2004a; Hancock 2004b; Hancock 2007).
Dieses Konzept besagt eine Veranderung der molekularen Interaktionen als Antwort
auf eine Veranderung der Crowding-Konditionen. Crowding ist definiert als das
Vorkommen von Makromolekulen, die ein bestimmtes Volumen einnehmen und
deshalb das tatsachliche Volumen fur andere Molekule verkleinern. Eine
konzentrationsabhangige Antwort molekularer Interaktionen auf Veranderungen in
diesem makromolekularen Crowding soll die Bildung bzw. Auflosung von nuklearen
Kompartimenten, die aus den interagierenden Molekllen aufgebaut sind,
hervorrufen. Die urspringlich weit verteilten Molekile formen kompakte
Kompartimente in einem von Molekllen Uberflllten System (Cook 2002; Hancock
2004b), da eine dichtere Kompaktierung zu weniger ausgeschlossenem Volumen
fuhrt, in dem die Molekule wandern konnen. Dadurch wird ein hoheres Level an
Entropie des gesamten Systems gewahrleistet. Dieses Modell wurde erstmals von
Ronald Hancock auf die Bildung nuklearer Kompartimente ubertragen, indem er
Effekte des makromolekularen Crowdings an nuklearen Kompartimenten wie PML-
Bodies und Nucleoli testete (Hancock 2004b). Isolierte Zellkerne wurden mit einem
hypotonen Medium behandelt, was dazu fuhrte, dass die Zellkerne Wasser
aufnahmen und sich das Kernvolumen enorm vergrofRerte und sich die PML-Bodies
und Nucleoli auflosten. Nach der Zugaben von normalem Medium schrumpften die
Zellkerne wieder auf ihre normale Grole, die urspringliche Konzentration an
Makromolekulen wurde wieder hergestellt und die PML-Bodies und Nucleoli bildeten
sich neu (Hancock 2004b). In der gleichen Art und Weise kann auch das Chromatin

an sich durch makromolekulares Crowding beeinflusst und gebildet werden (Hancock
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2007). Aufgrund der hohen Konzentration an Makromolekilen innerhalb eines
Zellkerns konnte dichter gepacktes Heterochromatin entstehen und sich mit
speziellen Interaktionspartnern (z.B der Lamina) am Zellkernrand anordnen. Fur das
weniger dicht gepackte Euchromatin bleibt dann nur das Innere des Zellkerns als
Aufenthaltsort Gbrig.

Auch die bereits bekannte Assoziation von Heterochromatin mit der Lamina des
Zellkerns konnte eine Rolle bei der Anordnung von Chromatin im Zellkern spielen, da
diese, wenn dieser Mechanismus gestort ist, zu gravierenden Krankheiten,
sogenannten Laminopathien fihrt. Dazu gehéren zum Beispiel die Progerie
(Hutchinson Gilford) und die Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie (Maraldi, Squarzoni
et al. 2005).

Die Gendichte-abhangige radiale Verteilung, wie sie hier beschrieben wurde darf
man allerdings nicht als ein allgemein gultiges Prinzip ansehen, auch wenn sie bei
Saugern hochkonserviert ist und in vielen verschiedenen Zelltypen gefunden wurde.
So konnte zum Beispiel in Zellkernen von Photorezeptoren nachtaktiver Sauger
gezeigt werden, dass genreiches Chromatin an der Zellkernperipherie lokalisiert,
wahrend genarmes Chromatin im Inneren des Zellkerns zu finden ist (Solovei,
Lanctot et al. 2008).

4.5 Strukturanalysen

Eukaryotische Genome kondensieren DNA, die ungefahr einen Meter in der Lange
misst um ungefahr das 20.000 fache, damit sie in das begrenzte Volumen des
Zellkerns passt, wahrend sie aber immer noch den Zugang flir DNA-bindende
Faktoren, die Prozesse wie Replikation, Transkription, DNA-Reparatur und
Rekombination, zulassen muissen. Eukaryotische DNA ist mit Nucleosomen
verbunden, wobei 164 Basenpaare in 1.75 Windungen um ein Oktamer, bestehend
aus den Histonen H2A, H2B, H3 und H4 gewickelt sind. Anhand der linker-DNA sind
jeweils zwei Nucleosomen miteinander verbunden. Eine kurze linker-DNA geht mit
einer Kompaktierung des Chromatins einher, wahrend man eine lange linker-DNA im
Gegenzug bei dekondensiertem Chromatin findet (Horn and Peterson 2002). Die
resultierende ,beads on a string“-Konfiguration oder 10nm-Fiber stellt somit die erste
Ebene der Chromatinstruktur dar (Woodcock and Dimitrov 2001). Die zweite Ebene
entsteht aus Nucleosomen-Interaktionen, wobei die wichtigste hier wohl die 30nm-
Fiber darstellt, die eine Kompaktierung der DNA um das 40-50fache mit sich bringt
(Woodcock and Dimitrov 2001). Wahrscheinlich besteht diese aus einer
Nucleosomen-Helix, deren genaue Struktur aber noch unklar ist (Dorigo, Schalch et
al. 2004), jedoch entstehen hohere Level der Chromatinstruktur aus weitreichenden
Interaktionen der 30nm-Fiber. Ein klassisches Modell solch einer hdheren Struktur ist
das sogenannte Chromonema-Modell, in dem dinnere Fibern gefaltet sind, um
dickere Strukturen mit einem Durchmesser von 100-130 nm und eine DNA-

174



Diskussion

Kompaktierung um den Faktor 500 zu erhalten (Belmont and Bruce 1994). Andere
Modelle schlagen vor, dass radiale verschieden groRe 30nm-Fiber-Loops an einem
Proteingerlst befestigt sind (Cremer and Cremer 2001a) oder verzichten gar auf
30nm-Fibern, wie in dem sogenannten ,nucleosome affinity, random chain“-Modell,
in dem zufallige Nucleosomketten einen vorgegeben Raum einnehmen (Mdller,
Rieder et al. 2004). Bis dato konnte jedoch keines dieser Modelle bewiesen werden.
Chromatin im Interphasezellkern ist dynamisch. Sind Gene aktiviert, ist das
Chromatin dekondensiert, sind Gene inaktiviert, ist das Chromatin kondensiert
(Wegel and Shaw 2005). Ist aktives Chromatin also anders gefaltet als inaktives
Chromatin? Wenn ja, auf welchem Level lasst sich das zeigen?

Inaktives Chromatin, oder auch Heterochromatin genannt, ist durch eine Reihe von
Histon-Modifikationen gekennzeichnet und besitzt eine kompaktere Struktur als
aktives Euchromatin (Heitz 1928; Craig 2005). Besonders deutlich sichtbar ist das
am Beispiel des X-Chromosoms. Wahrend das aktive X-Chromosom eine
unregelmanige offenere Struktur zeigt, ist das inaktive X-Chromosom eher rundlich
und kompakter und somit als Barr-Body schon in der DAPI-Farbung sichtbar (Eils,
Dietzel et al. 1996) (siehe Abschnitt 3.2). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass
Komplexe aktiver Gene, wie zum Beispiel der MHC-Komplex auf Chromosom #6
haufig auf sogenannten ,Chromatin-Loops® zu finden sind, die weit aus dem
Chromosomenterritorium herausragen und somit fur eine offene, dekondensierte
Chromatinstruktur sprechen (Park and De Boni 1998; Volpi, Chevret et al. 2000).
Auch fur RIDGEs, die sehr viele Gene enthalten, die hoch exprimiert werden, konnte
diese dekondensierte Chromatinstruktur gezeigt werden, wahrend Anti-RIDGEs, die
nur wenige exprimierte Gene enthalten eher kondensiert sind (Goetze, Mateos-
Langerak et al. 2007).

In der hier vorgelegten Arbeit wurden Unterschiede in der Kondensation des
Chromatins zwischen dem aktiven und dem inaktiven X-Chromosom untersucht.
Dieses Chromosom eignet sich besonders gut zur Untersuchung aktiver und
inaktiver Chromatinstrukturen, da dass inaktive X-Chromosom aus fakultativem
Heterochromatin besteht und zum grof3en Teil nur inaktive Gene besitzt. Somit ist ein
sehr guter Vergleich moglich.

Zum einen wurden die Intensitatsschwerpunkte von vier BAC-Pools, die je eine
Halfte der Arme des X-Chromosoms umspannen mit dem Programm Distangles
(siehe Abschnitt 2.11.2) bestimmt. Aus diesen berechnet das Programm
anschlieffiend sowohl Distanzen zwischen den Intensitatsschwerpunkten, als auch
Winkel. So sollte eine Grobuntersuchung der Kompaktierung untersucht werden.
Geht man von einer linearen Struktur des X-Chromosoms aus, so ergibt die
Berechnung der Distanzen zwischen den Intensitatsschwerpunkten, dass das aktive
X-Chromosom um 47% langer ist, als das inaktive X-Chromosom. Dieser
Unterschied ist statistisch signifikant. Somit kann, auch auf einem sehr groben Level,
bestatigt werden, dass aktive Sequenzen im humanen Genom weniger kondensiert

sind, als inaktive Sequenzen.
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Betrachtet man die Winkel zwischen den Intensitatsschwerpunkten der unterteilten
Arme des X-Chromosoms, so kann ebenfalls ein Unterschied zwischen dem aktiven
und dem inaktiven X-Chromosom festgestellt werden. Das inaktive X-Chromosom ist
zwischen dem zweiten Teil des p-Arms und dem ersten Teil des g-Arms deutlich
mehr zusammengefaltet als die korrespondierenden Bereiche des aktiven X-
Chromosoms. Dies geht auch konform mit dem Ergebnis der Manders-Colokalisation
der beiden Arme des X-Chromosoms. Hier wurde herausgefunden, dass die beiden
Arme des inaktiven X-Chromosoms deutlich mehr Uberschneidungen aufweisen als
die Arme des aktiven X-Chromosoms. Dies weil3t auf eine offenere, linearere
Struktur des aktiven X-Chromosoms hin.

Untersuchungen haben ergeben dass das inaktive X-Chromosom eine Art ,Loop”
bildet, indem sich die beiden Telomere aneinanderlagern, wahrend dies im aktiven X-
Chromosom nicht der Fall ist (Walker, Cargile et al. 1991). Diese Telomerassoziation
konnte von Dietzel et al allerdings nicht bestatigt werden (Dietzel, Eils et al. 1998). In
unserer Arbeit wurden die Distanzen zwischen den Intensitatsschwerpunkten der
geteilten Arme des X-Chromosoms auch auf diese Fragestellung hin untersucht, in
dem die Distanzen zwischen p1 und g2 miteinander verglichen wurden. Es kam
heraus, dass die Distanzen zwischen p1 und g2 des aktiven X-Chromosoms
statistisch signifikant grofer sind als die korrespondierenden Distanzen des inaktiven
X-Chromosoms. Dies weist darauf hin, dass die beiden Telomere des inaktiven X-
Chromosoms naher zusammenliegen als die beiden Telomere des aktiven X-
Chromosoms. Jedoch kann dies auch an der groReren Kondensation des
Chromatins des inaktiven X-Chromosoms liegen und muss nicht zwangslaufig eine
Telomerassoziation bedeuten.

Betrachtet man nun die Intensitatsschwerpunkte auf einem kleineren Level als den
unterteilten Armen, also in 10 Megabasen-Schritten Uber das gesamte X-
Chromosom, so kann man auch hier wieder eine deutliche Verklirzung des inaktiven
X-Chromosoms im Vergleich zum aktiven X-Chromosom beobachten. Allerdings
handelt es sich hier nur um einen Unterschied von 14.06% in der Lange, was aber
wohl mit der Aufaddition aller ermittelten Distanzen einhergeht. Geht man nun tiefer
ins Detail, fallt auf, dass sich die beiden X-Chromosomen signifikant in der Region
des RIDGE Xp unterscheiden, wobei das RIDGE Xp auf dem aktiven X-Chromosom
dekondensierter ist als auf dem inaktiven X-Chromosom. Dies bestatigt die Arbeit
von Goetze et al., die ebenfalls beobachteten, dass RIDGEs dekondensierter sind
als Anti-RIDGEs (Goetze, Mateos-Langerak et al. 2007). Ein weiterer signifikanter
Unterschied ist in der Centromerregion zu erkennen. Auch hier ist das Chromatin des
aktiven X-Chromosoms dekondensierter als das Chromatin des inaktiven X-
Chromosoms. Dies konnte eventuell an der Nahe zum aktiven RIDGE Xp auf dem
aktiven  X-Chromosom liegen, oder umgekehrt an der allgemeinen
Heterochromatisierung des inaktiven X-Chromosoms.

Auch bei der Untersuchung der Winkel zwischen den Intensitatsschwerpunkten der

10Mb-BAC-Pools gibt es signifikante Unterschiede zwischen dem aktiven und dem
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inaktiven X-Chromosom. Wieder sind die Winkel des aktiven X-Chromosoms im
Durchschnitt grof3er als die des inaktiven X-Chromosoms, was folglich fur eine
héhere Faltung des inaktiven X-Chromosoms spricht.

Bei der Betrachtung der einzelnen 10Mb-BAC-Pool-Strukturen per Auge sind
unterschiedliche Strukturen von 10Mb langen DNA-Sticken aufgefallen (siehe
Abschnitt 3.8.2.3). Die Verteilung der einzelnen Strukturen ist jedoch in beiden X-
Chromosomen annahernd gleich, so dass auf dieser Ebene kein Unterschied
zwischen dem aktiven und dem inaktiven X-Chromosom gefunden werden kann.
Zusammengefasst kann man hier sagen, dass die bisherigen Ergebnisse, dass
inaktives Chromatin kondensierter ist als aktives Chromatin, sowohl auf der Ebene
grolder Chromatinstlcke (hier: unterteilte Arme des X-Chromosoms), als auch auf der
Ebene kleinerer Chromatinabschnitte (hier: 10Mb-Sticke Uber das gesamte X-
Chromosom) bestatigt werden kann.

4.6 Ausblick

Die Fluoreszenzmikroskopie ist heute aus der biologischen Forschung nicht mehr
wegzudenken. Mit der konfokalen Mikroskopie ist es mdglich, biologische Strukturen
dreidimensional darzustellen. Hierbei muss man sich allerdings der
Auflésungsgrenzen der heute zur Verfigung stehenden Mikroskopsysteme bewusst
sein. Bei der konventionellen konfokalen Mikroskopie, die in der vorgelegten Arbeit
benutzt wurde liegt sie bei 500-800nm in axialer Richtung und bei ~200nm in
lateraler Richtung. Dadurch ist es nicht mdglich, detaillierte Aussagen Uber
Strukturen unterhalb dieses Bereichs zu machen. Es werden also neue lichtoptische
Methoden bendtigt, die es erlauben, solche Strukturen in der Zelle weit unterhalb der
konventionellen Auflésungsgrenze von einigen hundert Nanometer zu analysieren.
Dazu wurden in den letzten Jahren mehrere verschiedene Ansatze entwickelt. Zum
einen gibt es die spektrale Prazisions Distanzmikroskopie, mit der man biologische
Strukturen bis in den Bereich weniger Nanometer vermessen kann, indem man im
konfokalen Mikroskop Objekte trotz beugungsbedingtem Uberlappen der Bilder
anhand eines Mehrkanal-Detektionssystems trennt. AnschlieBend werden die
Intensitatsschwerpunkte jedes aufgenommenen Objektes berechnet und durch eine
Korrektur der chromatischen Abberation mit Hilfe von in situ-Kalibrationen deutlich
unterhalb der Auflosungsgrenze vermessen (Esa, Edelmann et al. 2000; Rauch,
Knoch et al. 2008).

Eine geringere Auflésungsgrenze als 10nm verspricht die sogenannte ,Spatially
Modulated Illumination" Mikroskopie. Hier soll die Point Spread Function eines
Mikroskops in solch einer Art und Weise modifiziert werden, dass die optische
Auflosung erhoht wird und somit die Distanzmessungen an punktférmigen Strukturen
verbessert wird. Dies wird zum Beispiel durch die Verwendung zweier gegenlaufiger,
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interferierender Laserstrahlen in axialer Richtung erreicht (Albrecht, Failla et al. 2002;
Martin, Failla et al. 2004; Baddeley, Batram et al. 2007).

Allerdings befinden sich diese Mikroskopsysteme in der Entwicklungsphase.

Eine weitere Neuentwicklung in diesem Bereich ist die 41-Mikroskopie. Hier werden
zwei gegenuberliegende Objektive, die auf den gleichen Punkt fokussieren, koharent
genutzt. Somit kann eine 4-7fach hohere Aufldsung in der axialen Richtung erreicht
werden (Denk, Strickler et al. 1990; Gugel, Bewersdorf et al. 2004). Ein Nachteil
diese Systems liegt bei der hohen Anforderung an die verwendbaren Fluorochrome.
Diese mussen eine groRe Stabilitdt gegenluber den Laserstrahlen aufweisen. Dies ist
im Moment hauptsachlich mit sogenannten QuantumDots moéglich.

Bei der sogenannten STED Mikroskopie (Stimulated emission depletion) wird
hingegen eine Verbesserung der Auflosung in lateraler Richtung erreicht (<50nm),
jedoch nicht in axialer Richtung. Dies geschieht durch die Anregung einer kleinen
Flache (~200nm Durchmesser) mittels eines fokussierten Lichtstrahls, dem wenige
Picosekunden spater ein zweiter Lichtstrahl geringerer Energie hinterhergeschickt
wird bevor die angeregten Farbstoffmolekile von sich aus floureszieren kénnen.
Indem der zweite Lichtstrahl ringférmig um die vorher angeregte Stelle gelegt wird,
kann ein Groldteil der angeregten Flache wieder abgeregt werden bevor es zur
spontanen Emission von Fluoreszenz kommt. Somit Iasst sich die emittierende
Flache - also das Zentrum des Rings - effektiv verkleinern. Da sich hierbei aber nur
die Auflésung in lateraler Ebene verbessert, eignet sich dieses System nur fur die
Darstellung von ,flachen® Objekten (Klar, Jakobs et al. 2000).

Wenn man davon ausgeht, dass sich die Unterschiede zwischen dem aktiven und
dem inaktiven X-Chromosom wesentlich in der z-Ebene abspielen, konnte die
begrenzte Aufldsung durchaus ein Grund sein, dass solche Unterschiede nicht
erfasst werden. Mit den Fortschritten in der Mikroskopie wird man in den nachsten
Jahren hoffentlich mehr wissen.
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5 Zusammenfassung

5.1 Radiale Anordnung des Chromatins des X-Chromosoms in
Zellkernen humaner Fibroblasten

In den letzten Jahren sind viele Arbeiten veroffentlicht worden, die sich mit dem
Thema beschaftigen, welche Kriterien ausschlaggebend sind fur die hohere radiale
Anordnung von Chromatin im Zellkern. Dabei wird der Gendichte eine grof3e Rolle
zugeschrieben, aber auch Faktoren wie Grélie der Chromosomen, Expression der
Gene oder die Replikationszeit sind Kandidaten fur solch ein Kriterium.

In dieser Arbeit wurde die radiale Anordnung von Chromatin des humanen X-
Chromosoms in Zellkernen humaner weiblicher Fibroblasten in einer ,top down®-
Analyse auf verschiedene Kriterien hin untersucht. Angefangen wurde bei der
radialen Verteilung des gesamten X-Chromosoms im Zellkern bis hin zur radialen
Verteilung einzelner Gene im Chromosomenterritorium und auch im Zellkern.

Dafur wurden von 333 einzelnen BACs, die Uber das gesamte humane X-
Chromosom gleichmalig verteilt sind, anhand intensiver Datenbankrecherche, die
genaue Lokalisation, die enthaltenen Gene, die Expression dieser Gene und die
Gendichteumgebung in einem 2Mb- und einem 10Mb-Fenster definiert.
AnschlieBend wurden verschiedene Pools erstellt, die den jeweiligen zu
untersuchenden Kriterien entsprachen und anhand einer 3D-FISH auf Zellkerne
humaner weiblicher Fibroblasten hybridisiert. Nach der Aufnahme von 3D-
Bilderstapeln an einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop wurden alle
aufgenommen Zellkerne mittels des Programms eADS ausgewertet.

Dabei konnte fur das gesamte X-Chromosom gezeigt werden, dass sich das inaktive
X-Chromosom weiter im Inneren des Zellkerns aufhalt, als das aktive X-Chromosom.
Desweiteren konnte eine Gendichte-abhangige radiale Verteilung flr einige
Abschnitte des aktiven X-Chromosoms beobachtet werden. So liegt das RIDGE auf
Xp deutlich weiter zur Zellkernmitte hin orientiert, als der Rest des aktiven X-
Chromosoms. Im inaktiven X-Chromosom hingegen ist eine Gendichte-abhangige
Anordnung nur im Vergleich mit einer extrem genarmen Region zu beobachten.

In Bezug auf das Chromosomenterritorium konnte eine Polarisierung gesehen
werden, wobei genreiche Abschnitte im aktiven X-Chromosom im Inneren des
Chromosomenterritoriums liegen, wahrend genarme Abschnitte eher randstandig
lokalisiert sind. Im inaktiven X-Chromosom ist diese Anordnung nicht zu finden. Hier
sind sowohl genreiche als auch genarme Bereiche gleichmallig verteilt. Diese
Anordnung findet man allerdings nur, wenn man eine extrem genreiche Region mit
einer extrem genarmen Region vergleicht. Betrachtet man samtliche, innerhalb eines
2Mb- und 10Mb-Fensters genreiche und genarme Bereiche Uber das ganze X-
Chromosom hinweg, so ist keine Polarisierung in Bezug auf das
Chromosomenterritorium zu erkennen.
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Auch eine Anordnung des Chromatins abhangig von der Expression der Gene wurde
in dieser Arbeit untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass sich das Chromatin des
X-Chromosoms unabhangig von der Expression der enthaltenen Gene zufallig im
Zellkern  humaner  Fibroblasten  verteilt. Auch in Bezug auf das
Chromosomenterritorium gibt es keine hohere radiale Anordnung hoch und niedrig
exprimierter Gene.

So konnte in dieser Arbeit die Gendichte-abhangige radiale Anordnung von
Chromatin auch fur das humane X-Chromosom gezeigt werden.

5.2 Strukturanalysen des humanen X-Chromosoms

Das aktive und das inaktive X-Chromosom unterscheiden sich in ihrer Struktur.
Wahrend das aktive X-Chromosom eine eher unregelmalige Form zeigt, ist das
inaktive X-Chromosom als gleichmalige runder geformte Struktur im Zellkern zu
erkennen. In dieser Arbeit wurden Unterschiede in der Kondensation und Faltung
zwischen den beiden Chromosomen anhand von Distanzen und Winkeln zwischen
Intensitatsschwerpunkten von BAC-Pools untersucht, um die Grof3enbereiche (Mb) in
denen sie liegen beziehungsweise den Zusammenhang mit den Eigenschaften der
jeweiligen DNA-Abschnitte zu charakterisieren. Dabei konnte festgestellt werden,
dass die Distanzen zwischen den Intensitatsschwerpunkten des aktiven X-
Chromosoms signifikant groRer sind, als die des inaktiven X-Chromosoms, und somit
eine starkere Chromatinkondensierung des inaktiven X-Chromosoms zu beobachten
ist. Dieser Unterschied war am deutlichsten 2zu sehen, wenn man
Chromatinsegmente in der GroéRenordnung von 30-40Mb untersucht hat. Auch
konnte gesehen werden, dass das RIDGE auf Xp, welches eine der genreichsten
und am meisten exprimierte Region des X-Chromosoms darstellt, am aktiven X-
Chromosom eine signifikant offenere Struktur zeigt, als am inaktiven X-Chromosom.
Betrachtet man die Winkel zwischen den Intensitatsschwerpunkten der BAC-Pools,
so sieht man deutlich kleinere Winkel im inaktiven X-Chromosom zwischen dem p-
und dem g-Arm. Das inaktive X-Chromosom ist somit in diesem Bereich gefaltet,
wahrend das aktive X-Chromosom eine eher lineare Struktur aufweist. Diese Faltung
des inaktiven X-Chromosoms kann auch mit einer Manders-Colokalisationsanalyse
untermauert werden. Hier sieht man, dass die beiden Arme des inaktiven
Chromosoms deutlich mehr miteinander colokalisieren, als die Arme des aktiven X-
Chromosoms.
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Anhang

12.1 BAC-Liste

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /1Mb window (10Mb)
NCBI (2Mb) NCBI
1 RP11-74L17 1865728 2013567 LOC441480 - - R 12 6 37 3,7
LOC203604 - -

RP11-418N20

RP11-73C20

RP11-37M12

RP11-313N15

2922871

3466729

4004524

4363498

3106243

3632176

4171874

ARSD
ARSE
LOC347527
ARSF

‘PRKX

4550619

206831_s_at
205894 _at

214490_at

204060_s_at

J

254.965
223.452

245.362

230.463

— ‘ R ‘ 0 ‘ 48

JQQ

R

‘48

50 5

- - |- /6 0 |0 5 |
_ RP11-42P20 5191658 | 5350755 LOC347381 ___

RP11-381A9

- RP11-483M24

RP11-14704
RP11-347D3

RP11-479A17

RP11-111F17

RP11-259J9
RP11-196N16

RP11-66H17

RP11-3012

6322683

6522988

6807445 6986643 LOC392425
FAM16AX

7962996
8398299

9168489

9589358
10041748

11211051

11691588

8111526
8605280

9310156

9757177
10137830

11361474

11844380

| VCXx2
LOC401578
KAL1
FAM9A
LOC392426

8883683 9050713 LOC392426
FAM9B
LOC401579

‘ LOC442443

TBL1X

| APXL
CLCN4

‘ARHGAP6

PDZK10

207281_x_at

205206_at

201867 s at
204967 _at
205148_s_at
205149_s_at
214769 _at
217556_at
205148_s_at
208085_s_at
215052_at

160.977

61.585

44

184 075
131.774
96.9414
121.57
40.6722 /
50.8832
130.798 /
157.437 /
501.796

18

RP11-100J8

11907170

12084437

PDZK10

215052_at

501.796 G2 12 6 71

201



Anhang

Internal
Nr.

BAC

RP11-44918

RP11-35016

RP11-264L13

202

begin

12894005

14768005

15239166

end

13046286

14925461

15381151

Genes NCBI

MOSPD2

ASB9
FIGF
PIR
BMX

ACE2

TMEM27
LOC340591

Affymetrix-
Nr.

221895 _at
64883_at

205673_s_at
206742_at
207469_S_at
206464 _at
214379 _at
219962_at
222257 s_at

213363 _at

affymetrix

161.168
295.396

107.721
79.167

94.0575
121.443
273.349
86.491

51.7141

380.926

R-or
band

G-

9,5

genes/1Mb
(10Mb)

7,3




Anhang

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /AMb window (10Mb)
NCBI (2Mb) | NCBI
26 RP11-347D6 16180299 16347878 LOC392429 G2 22 11 71 71
CTPS2 219080_s_at 526.823
CALB3 207885_at 104.488
27 RP11-160F21 16267255 16432260 LOC392429 -- -- G2 20 10 71 71
CTPS2 219080_s_at 526.823
CALB3 207885_at 104.488
SYAP1 - -

RP11-46N14 17682195 17849728 =

- |
% RP11-75D20 18074131 | 18266588 scwu.z 206147_x_at | 438.351
CDKL5 206575_at 71.542

216923 at 125.551

RP11-317L16 19317804 | 19487786 FLJ16518 200979 _at
SH3KBP1

203



Anhang

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /1Mb window (10Mb)
NCBI (2Mb) | NCBI
32 RP11-467F23 19570863 19751489 SH3KBP1 - -—- G2 14 7 75 7,5
CXorf23 - -

RP11-100D14
RP11-52E20
RP11-16H4

RP11-478112

RP11-192D9

20076904
20885846
21227780

22147898

22497537

20233831
21032627
21397725

22343781

22661124

=
‘ CNKSR2

PHEX

FLJ25735

LOC389841
DDX53

206731_at

210617_at

35 RP11-203E20 22791267 | 23076510 MGC45134 R 15 7.5 67 6,7

LOC392432
RP11-326D20 23523356 | 23731243 SAT 203455_s_at .

MGC4825 221620 s at | 409.98
LOC317771
FLJ25444

38 RP11-110F9 26434818 | 26578708 HMGA1LA G3 10 5 59 5.9

9 RP O6N9 6819948 000980 8
40 RP11-265A20 27306636 | 27437523 LOC439944 | — G3 13 6,5 52 5,2

RP11-116M3

RP11-110F5

RP11-57111

RP11-262B9

RP11-426F 14

27678468

27942877

28539877

28947992

29241185

27841507

LOC139425

28094474

28710812

29124810

29401082

‘ IL1RAPL1

‘ IL1RAPLA

IL1RAPLA

RP11-241G16 29834432 30026614 MAGEB?2
MAGEB3
MAGEB4
MAGEB1

48

49

RP11-153D5
RP11-242C19

RP11-46A23

204

30083906

30468985

30874687

30248373

30634237

31028427

NROB1

GK
TAB3
DMD

220663_at
220663_at
220663_at

206218_at
207579_at
207580_at
207581_s_at
207534_at
206644 _at
206645_s_at
207387_s_at

203881_s_at

207660_at

208086_s_at

‘ 113.638
‘ 113.638
‘ 113.638

111.383
318.307
43.1304
314.702
71.1239

‘ 93.4854
232.975

‘ 117.785

40.6722

80.0685

159.57




Anhang

Internal BAC end Genes NCBI

Nr.

begin

RP11-122N14 31276805 31440002

RP11-457L2 31728360 31889416

RP11-168F15 31989652 32063272

RP11-42E12 32402623 32607671

54 RP11-148E7 32825893 32989474

55 RP11-451K2
RP11-419K19

33362395
33699372

33540840
33865350 ---

Affymetrix-
Nr.

203881_s_at
207660_at
208086_s_at
203881 _s_at
207660_at
208086_s_at
203881 _s_at
207660_at
208086_s_at

203881_s_at

207660_at
208086_s_at
203881 _s_at
207660_at

208086_s_at

affymetrix

40.6722

80.0685

159.57

40.6722

80.0685

159.57

40.6722

80.0685

159.57

40.6722

80.0685

159.57

40.6722 G3
80.0685

159.57

e

4

genes
/1Mb

2

\48

genes/1Mb
(10Mb)

| 48
5

RP11-281B1 33989929 | 34174295 LOC392439 ____

RP11-211J6
59 RP11-141B4
60 RP11-111N24
61 RP11-22014

34477242
34883967
35226356
35579740

34653166
35058211
35374102
35753385

LOC139604
CXorf22

\Gs

5

\ 52
| 52
54

5
\ 5,2
| 52

62 RP11-134B11 36062456 36206458 LOC158730

LOC401583

56

63 RP11-562E1 37007363 37179999 PRRG1
LOC389844
LOC139249

FLJ42925

RP11-495K15 37239134 37425983

RP11-64H6 38029097 38197598 oTC

LOC392442
LOC392443
LOC442446
TM4SF2

67 RP11-414E15 38437280 38608517

205618_at

206698_at

203922 s _at
203923_s_at
217431 _x_at

207200_at

329.384 G3

46.608

98.5072
242.996
40.6722

40.6722

— | R

18

60

li_ RP11-71H10 38817958 | 38973698 Loc3g86 | — |- R 13 |65 |68 |

RP11-429N5 39524948 39730119 LOC392445

BCOR

205

219433 _at

R
180.237




Internal BAC Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb

Nr. Nr. band window /AMb window (10Mb)
NCBI 2Mb NCBI

73 RP11-36E24 41598677 41777431 8,2

|
74 RP11-36C6 42016782 42167008 8,6 |
RP11-366F4 42836266 | 43009514 LOC139334 [ --- | 94 |

85 RP11-384A17 43240048 43392966 10,9 ‘

LOC643167 -

EFHC2 220523_at 40,6722
220591 s at | 141,611

RP11-469F 12 43862315 44049267 EFHC2 220523_at 40,6722 ‘
220591 s at | 141,611

RP11-52K7 44493703 44633434 LOC644464 -

86 RP11-110B2 43717626 43895364 NDP 206022_at 116,162 12,7

DUSP21 220515_at 40,6722
uTX 203990 s_at | 114,894
203991 s at | 52,5064
203992 s at | 115,035
RP11-452M18 44849398 45013048 UTX 203990 s at | 114,894
203991 s at | 52,5064
203992 _s_at | 115,035
CXorf36 219652 s at | 124,308

(90 | RP11-10C19 45087908 | 45237080 LOC139061

RP11-351L6 45625087 45801972 LOC643267 1 6:2
LOC 139060

92 RP11-28K1 46129275 46287646 LOC392456 16,2

LOC389849
LOC643351
ZNF673 206583 _at 161,335
RNUGP1 -

RP11-48J14 46515092 46666894 RP2 205191_at 155,333 ‘
PHF16 204866_at 177,503




Anhang

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /1Mb window (10Mb)
NCBI (2Mb) | NCBI

RP11-96A6 46666898 46829091 PHF16 204866_at
RGN 210751_s_at

177,503
81,472

RP11-28K10 47651169 47825381 ZNF81 215901_at 127,256

ZNF21 -

LOC389852 -—-

ZNF630 -

RP11-107A19 48043403 48203755 SSX9 215881 _x_at 175,689

psiSSX9 -—-

SSX3 207666_x_at
211670_x_at
211731_x_at
215881 _x_at

LOC653530 -

SSX4 208586_s_at
210394 x_at
211425 x_at

40,6722
103,216
167,13

175,689

218,848
120,337
203,143
psiSSX6

psiSSX7

SLC38A5

207



Anhang

Internal
Nr.

BAC

RP11-122F2

RP11-58H17

RP11-110H18

begin

49204287

49260873

49955055

end

49373098

49460929

50130809

Genes NCBI

LOC645061
GAGE6

LOC645073
LOC645083
LOC645093

GAGE1

VDAC1LP
LOC139163

PAGE1
VDAC1LP
LOC139163
PAGE1
CCNB3
DGKK

Affymetrix-
Nr.

206640 _x_at
207086_x_at
207739 _s_at
208155 x_at

208283 _at

206897_at

207739 _s_at

206897 _at

R-or
band

affymetrix

69,5986
167,268
84,9094
240,646

84,9094
99,229

137,614

137,614

G-

2 Mb
window
NCBI

genes
/1Mb
(2Mb)

10Mb genes/1Mb
window (10Mb)
NCBI

103

RP11-96H3
RP11-263H2

50279698
50604902

50433914
50757352

KIAA1202
LOC347376
BMP15
LOC644129

221332_at

G1
72,9624

216

RP11-69C3 50914118 | 51081692 Loc3g467 |-~ | |Gt ][22 |11 |25 1215

RP11-52N6

53239471

53381681

SMCX
IQSEC2
LOC653516

202383 _at
214819_at

337,409
71,0645

19,5

106 RP11-248E15 51889966 52047428 LOC653210 G1 205 20,5
LOC653466 -
107 RP11-155M8 52595182 52776436 LOC644518 G1 51 25,5 191 19,1
LOC644550
psiSSX4 -
psiSSX1 -—-
SSX8
SSX7 215881_x_at 175,689
psiSSX5 -—-
SSX2 207493_x_at 203,03
210497_x_at 548,696
215881_x_at 175,689
216471 x at 54,0055

174

208



Anhang

Internal BAC
Nr.

RP11-161N3

begin

53953446

end

54145539

Genes NCBI

PHF8

CXorf17

Affymetrix-
Nr.

212916_at
215065_at
220685_at

affymetrix

175,108
83,4625
183,764

R-or
band

10Mb
window
NCBI

genes/1Mb
(10Mb)

RP11-20112

118 RP11-96A5
119  RP11-78G20

121 RP11-73M8

124 RP11-9017

180 RP11-151G12

126 RP11-117H20

- RP11-414C19 65485528 65638407

RP11-34805

209

57636030

58201216
61973741

62713253

63384082

63877784

64287737

65060085

65903248

57767933

58375121

62868912

63540920

64041067

65229621

66045337

62133110 -
RP11-93116 62287639 | 62440826 | LOC645251 |

‘ ARHGEF9

RP11-346J4 63037958 63232026

123 RP11-118L20 ‘ MTMR8

64454280

LOC645420
VSIG4

LOC392485
LOC645430

215263_at
216013_at
216014_s_at

203263_s_at

203264 _s_at

220537_at

221390_s_at

204787_at

87,118
101,942
163,138

89,2315

98,1361

53,1177

87,7683

161,592

RP11-135010 | 55257361 | 55424005 PAGE5
PAGE3
112 RP11-155P15 55605813 | 55748562 FOXR2 R 24 12 108 10,8
LOC644900 | —-
XAGE-4
113 RP11-3N11 56011729 | 56175995 LOC644938 | —- R 19 95 101 10,1
RP11-155D22 56448914 56594852 -
115 RP11-78H10 56867680 | 57031278 SPIN3 G2 14 7 89 8,9
116 RP11-141B6 57182900 | 57346972 LOC645067 | — G2 16 8 86 8,6
FLJ31204 - -

LOC402408




Anhang

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /AMb window (10Mb)
NCBI 2Mb NCBI

129 RP11-242G13 66328751 66489980 [= [= | G2 \

RP11-75E16 66605567 | 66756045 AR | — |- e |7 |35 e &7 |

EFNB1 202711_at
RP11-54P15 68347655 68528125
RP11-188E19 68721768 68888505 EDA 206217 _at
RP11-177A4 69047580 69196884 LOC643426 -
EDA 206217_at
DGAT2L4
RP11-151F17 69591529 69744739 DLG3 207732_s_at 11,4
212727 _at
212728 _at
212729 at
221259 s at | 153,346

11
11,2
11,3

| | |
RP11-235H17 67911405 68068688 ‘ SERBP1P ‘ 10,3 ‘
|- | |
| |

RP11-402P6 70654274 70864233 LOC653664 -
OGT 207563 _s_at | 265,02
ACRC
CXCR3 207681_at 74,0239
217119 _s_at | 259,009
LOC158825
LOC645783

140 RP11-262D11 71038276 71216074 LOC441502 R 38 19 107 10,7
141 RP11-125B17 71482485 71650650 HDACS8 == == R 33 16,5 107 10,7
142 RP11-69J13 71698320 71874440 HDACS8 - R 36 18 108 10,8
PHKA1 205450_at 336,496
LOC645938 =

RP11-10F3 72299646 72425778 NAP1L2

LOC646016
CHIC1 — - G2 36 18 113 11,3
LOC389873 ==

143 RP11-13M9 72767254 72921991

210



Anhang

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /1Mb window (10Mb)
NCBI (2Mb) | NCB
182 RP11-570B23 73140412 73300964 RPSAP14 - G 29 14,5 112 11,2
LOC646056 -
LOC260337 -
LOC646068 -
MKRNP1 -
274 RP11-34806 73541133 73718361 LOC646108 R 28 14 115 11,5
SLC16A2 204462 s at 611.884
183 RP11-203C17 73920999 74093863 KIAA2022 -—- R 23 11,5 113 11,3
RP 0 4 428636 444839 ABCB 09620 a 09 R
276 RP11-478C17 74780269 74953227 LOC286495 208661_s_at 569.61 R/G1 14 7 105 10,5
MAGEE2
RP11-15N1 74978543 75129521 7
RP11-194N18 75473033 75620552 MAGEE1 6
RP11-278D10 75893061 76065951 MIRN384 5
280 RP11-42M11 76635703 76778892 ATRX 208859_s_at 131.742 G1 14 7 79 7,9
208860_s_at 299.646
208861_s_at 590.836
211022_s_at 141.453
217701_x_at 84.7113
281 RP11-142K4 76840499 77003368 ATRX 208859 _s_at 131.742 G1 14 7 76 7,6
208860_s_at 299.646
208861_s_at 590.836
211022_s_at 141.453
217701_x_at 84.7113
DKFZp564K1 221553 _at 347.56
42

RP11-378B3

RP11-14C19
RP11-153A13

RP11-170P13

RP11-3009
RP11-135K14

RP11-114E9

77306339

77697069
78071843

78359542

78930959
79369398

79590368

77458898

77875555
78236079

78510471

79065201 \

79536504

79754180

LOC727814
CYSLTR1
ZCCHC5
P2RY10
LOC449518
LOC347363
ITM2A

LOC727874

LOC347364
LOC642546

216288_at

214615_at

202746_at

202747 s_at

40.6722

183.204

RP11-196G4
RP11-300P13
RP11-113F23
RP11-47218

211

80046114
80506623
80942125
81314608

80198225
80687111
81092762
81446759

LOC642585




Anhang

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /AMb window (10Mb)

RP11-2D7 81680867 81842359 | -
RP11-58H8 82116136 82305611 | = = -
RP11-246G22 82543054 82716671 | POU3F4 207694 _at 175.939
216779_at

216809_at

162.192
333.649

RP11-12516 83342718 83512953 CXorf43
RP11-7015 83695070 83849096

2
RP11-36019 84284037 84447576 ‘ ZNF711

45.816
80.1876

POF1B 219756_s_at
CHM 207099_s_at
MIRN361

RP11-153M4 84903148 85060091

|

|
RP11-346M24 82954746 83148509 CYLC1 216778_s_at 56.5044

|

|

RP11-15L16 85447662 85584418

RP11-187H16 85676351 85833999
303 RP11-243M6 86157725 86297391
304 RP11-269J23 86527672 86655739
305 RP11-365H4 87358708 87508500 3
___
307 RP11- 111014 88079214 88236864 [= [= | G \ 1,5 \ 31 | 3,1 \
308 RP11-164B23 88546220 88700424 | = | = | G | 1 | 3 | 3 \
___-
310 RP11-350L13 89350045 89511460 | = | = | G | 1 | 2 | 2 \
311 RP11-140L2 89728774 89890669 | = \ | G3 3 | 1,5 \ 24 \ 24 \
312  RP11-148C7 90113989 90289915 | — | G 4 | 2 |23 |23
___
314 RP11-419011 90850801 91019714 LOC728150 —
PCDH11X 208366_at 145211
210292 s_at | 59.9744
315 RP11-204F7 91251464 91408666 LOC642784 —
PCDH11X 208366_at 145.211
210292 s_at | 59.9744
316 RP11-115D3 91740334 91882405 PCDH11X 208366_at 145.211 G3/R
210292_s_at | 59.9744
LOC392501
317 RP11-88F12 92511357 92668313 [ = [ = | G3/RIG2 8 \ 4 \ 21 | 2.1 \
318 RP11-136J6 92991864 93185463 | = | = | RIG2 | 2 | 2 | 2 \

RP11-351M18 | 93441669 | 93590986 LOC643371 ____

320 RP11-32N6 93759774 93953129 | = | = | G2 | 2 | 2 | 2 |
___
144 RP11-351B17 94898285 95056380 [ = | - | G2 \
S5 [ RP11-117G2 | 95313924 | 95482024 | LOC643486 | | | G> |
146 RP11- 159024 95771245 95913073 DIAPH2 205603_s_at | 138,023 G2
205726_at 179,151
217246_s_at | 100,763

212




Anhang

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /AMb window (10Mb)

RP11-124M15 96084009 96248294 205603_s_at 138.023
205726_at 179.151
217246_s_at 100.736

RP11-121M23 96521879 96693261 205603_s_at 138.023
205726_at 179.151
217246_s_at 100.736

RP11-115M20 97030640 97191050 -

RP11-26511 97602469 97765609

RP11-343M5 98150565 98331653
RP11-278010 98570440 98753474

RP11-506F 15 99666517 | 99826760 TNMD 220065_at 40.6722
TSPANG 209108_at 277.839
209109 s at | 430.678
SRPX2 205499_at 256.372
216465_at 84.1896
216639_at 122.677
SYTL4

RP11-165B8 101081458 101247635

148 RP11-9608 102186293 | 102376558 BEX1 218332_at 434,447
NXF3 220110_s at | 202,755
BEXL1 215440 s at | 200,528
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RP11-262L11
RP11-259K10

RP11-393D6

104096147
104412876

104913910

104267683

105076568

| IL1RAPL2
IL1RAPL2
LOC643535

221112_at
221112_at

239.273
239.273

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /1Mb window (10Mb)
NCBI (2Mb) | NCB
187 RP11-462K21 102989399 | 103181829 LOC442461 --- G 33 16,5 121 12,1
LOC644261 -
LOC644273 ---
MGC39900 214051_at 284.791
H2BFWT -
H2BFM -
RP11-163C21 103349908 | 103513421 ESX1

RP11-106018

RP11-155N17
RP11-150F24

RP11-313A11

RP11-452M1

RP11-23E23

RP11-71N20

RP11-105F23
RP11-343121

RP11-349A16

RP11-195C22

RP11-158N23
RP11-23D15

214

105266064
105752194

106081966

106431592

107022485

107278404

107894782
108140759

108454994

108957587

109408044

109662386
110098230

105423890
105922003

106266689

106604885 LOC644580
LOC644588
LOC392516

FLJ10178

RNF128
MORC4
FLJ11016
FLJ20130
LOC644563

107186400

107443003

108039097
108335615

108628666

109167251

ATG4A
COL4A6

LOC644728

GUCY2F
LOC392520
RP13-
360B22.2

109580741 AMMECR1
GNG5ps
RGAG1

109825851
110280586

| CHRDL1
LOC644830
PAK3

215803 _at
219355 _at
219263 _at
219038_at
219754_at
220520_s_at

208384 _s_at
221034_s_at
213115_at
210945_at
211473_s_at
213992 _at

220486_x_at

204976_s_at

209763 _at

214078_at
214607_at

208053 _at

109.804
47.7766
94.7277
282.814
75.1112
65.1136

563.724
285.755

221.026
100.695
244,981
91.3753

101.995

370.845

308.84

53.3037 \

40.6722
183.601




Internal BAC Genes NCBI Affymetrix- affymetrix G- | 2Mb genes |1 genes/1Mb
Nr. Nr. band window /AMb window (10Mb)
NCBI 2Mb NCBI

204 RP11-111F16 110576999 110744373 14 7 94 9,4
205 RP11-106116 110947385 111115213 TRPCS 220552 at 40.6722 15 7,5 95 9,5

207 RP11-230L7 112059287 112215986

209 RP11-358L8 112911280 113099852

RP11-105E16 115319238 115462461
RP11-19P23 116142477 116306438

RP11-56A17 118830080 118830850




Internal BAC Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /1Mb window (10Mb)
NCBI (2Mb) | NCBI

RP11-481F18 120516795 120685955
RP11-177N8 120864226 121048356
RP11-112G15 121311855 121494941
RP11-235J12 121782758 121957276 —
RP11-121P4 122408416 122567612 GRIA3 206730_at 127.279

208032 s at | 63.7357

217565_at 52.2945
LOC643508 -
LOC402422 -

RP11-152E23 124479429 124634081

RP11-79C15 125308025 125458401
RP11-47E11 125729393 125907174
RP11-315L22 126132688 126333393
RP11-137M24 126541789 126716249

RP11-460L15 128049751 128208089 — == —
RP11-111E8 128701147 128864688 XPNPEP2 206484 _s_at 94,1241
216910_at 138,001
CXorf9 204923_at 272,704
ZDHHC9 -
RP11-429L5 128701504 128888804 XPNPEP2 206484 _s_at 94,124
216910_at 138,001
CXorf9 204923_at 272,704
ZDHHC9 -
UTP14A 221098 _x_at 43,7502




Internal
Nr.

156 RP11-57D8 129806400 129978978

157 RP11-8116 130122768 130296489

“ Genes NCBI | Affymetrix-
Nr.

COVAT 204643_s_at
204644 _at
32042 _at
OR11Q1P

IGSF1 207695_s_at

OR11N1P ---

159 RP11-102E5 130897809 131069451

160 RP11-62A13 131318231

RP11-260P14 132049591 | 132232459
RP11-177A8 132425360 | 132609538

164 RP11-153C19 133487245 133678817

- RP11-80N13 133726094 | 133872483

RP11-112L10 134057760 134228353

131498578

92,5637
94,3093
214,562

180,799

R

R-or
band

2 Mb
window
NCBI

genes

/1Mb
2Mb

14,5

14,5

10Mb
window
NCBI

genes/1Mb
(10Mb)

MASK 218499 at
LOC90167
MBNL3 219814_at

MGC16121 -

PLAC1 219702_at
LOC159090
RP3-473B4.1
MOSPD1
LOC644596 -
CXorf48 221121_at
LOC644621 -
LOC389888 -

218853 _s_at

93,6192

40,6722

403,951
326,772

297,181

339,955

90,5392

RP11-136K20 136194759 136344660

RP11-466G5 136911835 137048824




Anhang

RP11-259D9

RP11-264A18

137703029

138147895

137862882

138330399

LOC392552

BCYRN1P1

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb

Nr. Nr. band window /IMb window (10Mb)
NCBI (2Mb) NCBI

174 RP11-98B14 137306018 | 137465589 LOC 139363 - - R 7 3,5 95 9,5

RP11-2906

RP11-451D1
RP11-99J24
RP11-207N2
RP11-35C23

142473318

142924065
143442159
143837938
144189756

142634011

143107260
143607268
144015954
144343305

MYCL3
SLITRK4
SPANX-N2

RP11-177G18 144629347 | 144790016 LOC642408
LOC653092
SLITRK2
CXorf1

RP11-35F15 138610287 | 138788316
ATP11C -
240 RP11-102D21 138912733 | 139089981 LOC643689 — G 14 7 90 ©
LOC389895 -—-
RP11-318H23 139335635 139505671 SOX3 214633 _at 76.3599 €
RP11-135D17 139598035 139766320 LOC286411 - G
LOC653568 -
CDR1 207276_at 40.6722
RP11-36G4 140120870 140276370 | SPANXC 220217_x_at | 298.003 |
RP11-15J9 140501192 | 140660339 LOC653580
LOC645188 ==
SPANXD -
SPANXE -
177 RP11-133C8 140927078 | 141114288 LOC392555 — - R 19 9,5 56 5,6
LOC645226

RP11-430H11 145056609 145227574
RP11-281L8 145803597 145948506
RP11-13A15 146160270 146308300
RP11-37P24 146655492
RP11-164A8 147018577 =
RP11-55B1 147457740 206105_at .
210957 s at | 88.7662
216364 s at | 484.941
261 RP11-57P8 147785625 | 147940875 AFF2 206105_at 528.155 R 26 13 119 11,9
210957_s_at | 88.7662
216364 s at | 484.941

RP11-270M21

218

148191975

148351719



Anhang

Internal BAC

Nr.

RP11-413L16

RP11-351H6

RP11-161E19

RP11-316117

RP11-267J13

269 RP11-76K17 151881650 | 151947652 ZNF185
PNMA5

219

begin

149444190

149992222

150257477

150736989

151073861

end

149631111

150193075

150418186

150924816

151226853

Genes NCBI

GPR50
LOC286456
LOC203547

MAGEA4

GABRE
GABRA3

Affymetrix-
Nr.

204101_at
36920_at
213511_s_at
214975_s_at
216095 x_at
216303_s_at
208311_at

214254 _at

204537 _s_at

207210_at

203585_at

affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
band window /AMb window (10Mb)
NCBI 2Mb NCBI

163.007
116.958
396.942
71.7638
323.501
299.607
377.115

40.6722
377.855
52.2714



Anhang

Internal BAC begin end Genes NCBI Affymetrix- affymetrix R-or G- | 2Mb genes | 10Mb genes/1Mb
Nr. Nr. band window /AMb window (10Mb)
NCBI (2Mb) | NCBI

BLAU niedrig exprimierte Bacs

ROT hoch exprimierte Bacs

GELB mittel exprimierte Bacs

GRUN nicht definierbare Bacs

Position of clones: UCSC Genome Browser on Human May 2004 Assembly

Genes on clones: NCBI
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12.2 Liste der verwendeten BACs

p- und g-Arm ganz

p-Arm

1 16 82 50 72 105

2 19 34 53 74 107

4 76 36 55 85 178

6 24 38 58 88 179

8 26 40 61 91 112

9 77 43 63 93 114

11 29 45 65 95 117

14 31 47 68 98 118

15 80 49 70 100 119

q-Arm
120 140 291 315 186 204 226 159 245 265
122 181 294 317 149 207 229 162 248 267
124 274 298 319 332 211 230 164 251 268
125 276 300 321 189 213 233 167 253 270
127 279 302 146 192 215 235 170 255 271
130 281 304 323 194 217 237 173 258 272
132 283 306 326 196 219 151 176 261 273
135 285 308 328 199 333 154 242 262
138 288 312 147 202 222 155 244 264
p- und g-Arm unterteilt
p-Arm 1 p-Arm 2

1 16 82 50 72 105

2 19 34 53 74 107

4 76 36 55 85 178

6 24 38 58 88 179

8 26 40 61 91 112

9 77 43 63 93 114

11 29 45 65 95 117

14 31 47 68 98 118

15 80 49 70 100 119
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g-Arm 1 gq-Arm 2
120 140 291 315 186 204 226 159 245 265
122 181 294 317 149 207 229 162 248 267
124 274 298 319 332 211 230 164 251 268
125 276 300 321 189 213 233 167 253 270
127 279 302 146 192 215 235 170 255 271
130 281 304 323 194 217 237 173 258 272
132 283 306 326 196 219 151 176 261 273
135 285 308 328 199 333 154 242 262
138 288 312 147 202 222 155 244 264
10Mb-Pools
10Mb-1 10Mb-2 10Mb-3 10Mb-4 10Mb-5 10Mb-6 10Mb-7 10Mb-8
1 16 82 50 72 105 120 140
2 19 34 53 74 107 122 181
4 76 36 55 85 178 124 274
6 24 38 58 88 179 125 276
8 26 40 61 91 112 127 279
9 77 43 63 93 114 130 281
11 29 45 65 95 117 132 283
14 31 47 68 98 118 135 285
15 80 49 70 100 119 138 288
10Mb-9 10Mb-10 10Mb-11 10Mb-12 10Mb-13 10Mb-14 10Mb-15 10Mb-16
291 315 186 204 226 159 245 265
294 317 149 207 229 162 248 267
298 319 332 211 230 164 251 268
300 321 189 213 233 167 253 270
302 146 192 215 235 170 255 271
304 323 194 217 237 173 258 272
306 326 196 219 151 176 261 273
308 328 199 333 154 242 262
312 147 202 222 155 244 264

222




Anhang

2Mb-Gendichte-Pools ganzes X-Chromosom

genreich
93 105 137 330 333
94 106 138 331 221
95 107 139 186 222
96 178 140 148 223
97 268 141 149 165
98 269 142 187 166
99 270 181 212 167
100 271 143 213 168
101 272 184 214 169
266 273 185 220
genarm
1 29 66 279 318 217 254
2 31 69 281 144 219 257
5 81 75 284 146 235 259
7 83 109 287 324 237 262
8 34 111 290 329 151 89
9 37 114 292 230 154 92
11 38 117 295 233 156 102
13 73 119 298 332 159 103
15 41 121 300 189 162 104
16 44 124 208 192 164 264
19 47 127 210 194 170 267
71 50 129 302 196 173
87 54 133 306 199 176
76 56 135 309 202 242
24 59 225 311 204 177
26 61 228 314 206 247
77 63 183 316 215 251
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10Mb-Gendichte-Pools ganzes X-Chromosom

genreich
93 106 90
94 107 91
95 178 92
96 268 102
97 269 103
98 270 104
99 271 263
100 272 264
101 273 265
266 88 267
105 89

genarm

1 29 66 279 318 217 254
2 31 69 281 144 219 257
5 81 75 284 146 235 259
7 83 109 287 324 237 262
8 34 111 290 329 151 138
9 37 114 292 230 154 141
11 38 117 295 233 156 143
13 73 119 298 332 159 330
15 41 121 300 189 162 186
16 44 124 208 192 164 149
19 47 127 210 194 170 184
71 50 129 302 196 173 213
87 54 133 306 199 176 333
76 56 135 309 202 242 223
24 59 225 311 204 177
26 61 228 314 206 247
77 63 183 316 215 251

224



Anhang

10Mb-Gendichte-Pools RIDGES

RIDGE Xp | RIDGE Xq
88 263
89 264
90 265
91 266
92 267
93 268
94 269
95 270
96 271
97 272
98 273
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
178

RIDGE Xp-Pools

10Mb-Gendichte-Pools genarm Mitte und

genarm tail

“Mitte” “tail”
105 140 315 1
107 181 317 2
178 274 319 4
179 276 321 6
112 279 146 8
114 281 323 9
117 283 326 11
118 285 328 14
119 288 147 15
120 291 186 16
122 294 149 19
124 298 332 76
125 300 189 24
127 302 192 26
130 304 194 77
132 306 196 29
135 308 199 31
138 312 202 80

hoch exprimiert/genreich

niedrig exprimiert/genreich

niedrig exprimiert/genarm

95

96
97
99
100

85
86
87
88
89
109
114
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Genarme Region Xq

hoch exprimiert/genarm niedrig exprimiert/genarm
230 227
231 228
229
233
234
235
RIDGE vs. Genarme Region
hoch niedrig hoch niedrig
exprimiert/genreich exprimiert/genreich exprimiert/genarm exprimiert/genarm
95 93 230 227
98 94 231 228
96 229
97 233
99 234
100 235

Expressionsabhangige BAC-Pools ganzes X-Chromosom

hoch exprimiert

2 65 131 168
70 132 169
20 71 138 170
21 72 330 268
22 95 149 270
25 98 213 271
28 105 219 272
77 178 222 273
30 179 223
83 110 230
36 125 155

niedrig exprimiert
3 69 279 198 245
7 73 282 203 250
9 89 286 207 254
12 96 201 215 259
15 99 205 216 263
16 103 299 333 266
19 108 304 225
23 109 308 229
78 114 312 233
80 118 316 236
383 119 320 152
39 180 146 157
43 128 324 160
47 134 328 164
52 139 331 171
58 181 188 176
64 275 193 243
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Expressionsabhéngige BAC-Pools p-Arm

hoch exprimiert | niedrig exprimiert

2 3

4 6

20 9

21 12
22 23
25 42
28 47
30 50
36 53
65 55
70 60
71 66
72 73
77 80
83 84
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12.3 Beispiel fur eine eADS-Parameterdatei

pfad_zu_den_bildern==> D:\Kathrin\eADS_inaktiv_stacks\

speicherpfad==> D:\Kathrin\eADS_inaktiv_Ergebnisse\

kern_bilder_anzahl==> 27

weite_des_x_pixels==> 50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50
weite_des_y_pixels==> 50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50
weite_des_z_pixels==> 160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160,160
schalen_threshold==> 0

schalendicke==> 5

objekt_threshold==> 1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1

channelcount==> 5

threshold_fiir_kanal1==> 0,47,58,75,50,64,57,78,65,68,77,69,54,54,67,44,55,67,64,61,71,57,43,61,44,58,50
threshold_fiir_kanal2==> 0,48,71,75,51,67,54,51,61,77,57,52,75,64,62,50,64,51,62,65,70,78,51,72,67,61,44
threshold_fir_kanal3==> 0,55,78,62,50,69,67,81,61,68,64,56,77,59,52,56,57,68,71,53,74,59,60,70,46,64,71
threshold_fiir_kanal4==> 0,78,89,81,67,89,68,64,64,75,82,81,100,64,68,91,70,81,64,74,84,105,85,81,70,78,72
threshold_fiir_kanal5==> 0,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50
threshold_fur_kanal6==> 0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0

threshold_fiir_Referenz==> 57,61,88,77,68,0,74,44,43,63,73,51,71,60,72,55,74,70,62,103,63,50,89,92,71,92
skalierung_fiir_X-Achse_in_nm==> 200

erste_Schale_Halb_So_Gross==> 0

praefix_fuer_kanaele==> o_aktiv_,r_aktiv_,o_inaktiv_,r_inaktiv_,Maske_b_,no,b_

suffix_fuer_kanaele==> _tif,.tif, .tif, .tif, . tif, . tif, . tif

start_kern==> 1

datenbereich==> 99.5

evaluations_Typ==> 1

fill_holes==> 0

use_neighbourhood==> 0

size_of neighbour==> 26

save_binary_masks==> 0

save_voxeldata==> 0

save_imagedata==> 0
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12.4 Beispiel fur eine Distangles-Parameterdatei

pfad_zu_den_bildern==> D:\Kathrin\DistAngels\10Mb_ 1\

speicherpfad==> D:\Kathrin\DistAngels\10Mb_1\

kern_bilder_anzahl==> 50

weite_des_x_pixels==>
93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93
weite_des_y pixels==>
93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93,93
weite_des_z pixels==>
163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163
,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163,163

objekt_threshold==>
10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10,10
channelcount==> 3

threshold_flr_kanal1==>
50,50,50,50,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40
threshold_flr_kanal2==>
50,50,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40
threshold_fir_kanal3==>
50,50,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40,40
threshold_fiir_kanal4==> 0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0

threshold_fiir_kanal5==> 0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0

threshold_fiir_kanal6==> 0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0

threshold_fur_Referenz==>
50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50,50
Skalierung_fir_X-Achse_in_nm==> 0.1

Praefix_fuer_kanaele==> no,no,no,no,no,no,no

Suffix_fuer_kanaele==> -1.tif,-3.tif -4.tif,.tif, .tif,.tif,-5.tif

start_kern==> 1

fill_holes==> 0

conn_neigh==> 0

neighbours==> 26
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