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Abstract

DNA in the nucleus of higher organisms is complexed with proteins into

highly compact structures designated as chromatin. It is built of nucleoso-

mes that are connected by linker DNA resulting in a bead{on{a{string like

structure. Nucleosomes are formed by DNA wrapped around special proteins,

the histones.

A new model for the structure of chromatin is presented here. It is based on

the zigzag model as well as previous work on superhelical DNA and poly-

nucleosomes. DNA is modeled as a 
exible elastic chain, neglecting atomic

details. The electrostatic interaction between DNA segments is described by a

Debye{H�uckel{approximation. The nucleosomes are represented by 
at disks

which interact with each other through a Gay{Berne{potential. DNA and

nucleosomes are linked either at the cylinder of the nucleosome{core{particle

or at the nucleosome stem. Representative ensembles of con�gurations are

created by a Metropolis Monte Carlo{algorithm. The simulation program

was implemented in C++ for use with parallel computers.

Simulations have been performed on polynucleosomes containing 100 nucleo-

somes at physiological ionic strength. For models with a linkage of the DNA

at the nucleosome stem and a repeat length of 200 bp the characteristic ex-

perimental properties of chromatin have been reproduced: The calculated

�ber diameter of 32 nm and the mass density of 6.1 nucleosomes per 11 nm

�ber length are in agreement with experimental values from the literature.

The experimental value of the inclination of DNA and nucleosomes to the

�ber axis is also reproduced. The persistence length of the simulated �bers of

260 nm is compatible with the values of 50{150 nm estimated by experimen-

tal data. For random tilt angles between two nucleosomes chosen according

to a Gaussian distribution the persistence length decreases with the incre-

ase of the width of the distribution. The experimentally observed decrease

of the mass density with decreasing concentration of salt in the surrounding

medium is reproduced qualitatively. Polynucleosomes with repeat lengths of

212 bp also form �bers whith the expected experimental properties. Systems

with larger repeat length form �bers but the mass density is signi�cantly

lower than the measured value. The theoretical characteristics of a �ber with

a repeat length of 192 bp where DNA and nucleosomes are connected at the

core{particle are in agreement with the experimental values. Systems with

the same type of linkage and a repeat length of 217 bp do not form �bers.
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Vorwort

Well we know what make the 
owers grow

But we don't know why

And we all have the knowledge of DNA

But we still die

Sullivan/Heaton/Harris: White Coats

New Model Army, Thunder and

Consolation. EMI. 1987.

Das Erbgut fast aller Organismen ist auf DNA{Molek�ulen codiert. Die Struk-

tur dieser Molek�ule, die ber�uhmte Watson{Crick{Doppelhelix, ist inzwischen

in das Allgemeinwissen eingegangen. K�unstliche Ver�anderungen der DNA

sind Laboralltag. Ein neuer Industriezweig, Biobusiness, besch�aftigt sich aus-

schlie�lich mit der Erforschung und Nutzung dieses Wissens. Erbgut ist heute

patentierbar. In der Presse werden bereits Themen wie das Klonen ber�uhm-

ter Zeitgenossen diskutiert | Es scheint, als sei das Erbgut beherrschbar

geworden.

Eine genaue Analyse des Wissenstands der molekularen Biochemie be-

leuchtet jedoch eine andere Seite. Viele Techniken wurden rein heuristisch

gewonnen, und es ist h�au�g unbekannt, warum sie funktionieren oder warum

auch nicht. Die vorliegende Arbeit liefert einen Beitrag zum Grundlagenwis-

sen der molekularen Biochemie und hilft, grundlegende Eigenschaften des

Erbguts zu verstehen.

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, da� die Vorstellung, die im

Erbgut enthaltene Information werde nur in der Abfolge der Basenpaare der

DNA codiert, unvollst�andig ist, denn auch der r�aumliche Aufbau spielt eine

entscheidende Rolle. Durch die Verpackung der DNA in kompakten Struktu-

ren wird verhindert, da� darauf be�ndliche Information abgelesen werden

kann. Eine g�unstige r�aumliche Orientierung verschiedener Abschnitte der

DNA kann hingegen die Aktivit�at von Genen verst�arken. Um diese E�ek-

te besser zu verstehen, ist es notwendig, den Aufbau und die Regulation von

komplexeren DNA{Strukturen zu kl�aren.
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Bei h�oheren Lebewesen wie dem Mensch ist die DNA in Chromatin or-

ganisiert. Im Chromatin ist die DNA um Proteine, die Histone, gewickelt

und bildet zylinderf�ormige Einheiten. Diese Einheiten, die Nukleosomen, sind

durch DNA verbunden und bilden so eine Struktur, die an eine Perlenkette

erinnert. Sie faltet sich bei physiologischen Bedingungen in eine Fiber. Die

Struktur dieser Fiber beein
u�t die Aktivit�at von Genen entscheidend. Sie

wird von der Zelle aktiv kontrolliert. Modelle der inneren Struktur der Fiber

sind bis heute umstritten.

Basierend auf �alteren, einfachen Modellen wird in dieser Arbeit ein neuar-

tiges physikalisches Modell f�ur die Chromatin�ber vorgestellt. Mit Hilfe von

Computersimulationen werden die Eigenschaften dieses physikalischen Mo-

dells untersucht. Das Modell gibt die Eigenschaften der realen Fiber quan-

titativ wieder. Hiermit ist es nun m�oglich, den Ein
u� beliebiger Ein
u�pa-

ramter, insbesondere Modi�kationen der Histone, auf die Struktur der Fiber

zu untersuchen und damit die Regulation der Struktur besser verstehen und

nutzen zu k�onnen.

Die vorliegende Arbeit wurde am Deutschen Krebsforschungszentrum

(DKFZ) in Heidelberg in der Arbeitsgruppe
"
Biophysik der Makromolek�ule\

unter der Leitung von Prof. J. Langowski durchgef�uhrt. Den Mitgliedern

der Arbeitsgruppe m�ochte ich f�ur die gute Zusammenarbeit danken. Herrn

Prof. Langowski schulde ich Dank f�ur den vertrauensvollen Umgang; seine in-

terdisziplin�are Kompetenz hat zum Erfolg der Arbeit entscheidend beigetra-

gen. Besonderen Dank m�ochte ich Herrn Prof. P. Grassberger von der BUGH

Wuppertal aussprechen; ohne seine Unterst�utzung, nicht nur in Form von

zahlreichen Anregungen und konstruktiver Kritik, w�are diese Arbeit nicht

entstanden. Dr. C. M�unkel, nun bei der SAP AG Walldorf, danke ich f�ur die

Betreuung in der Anfangsphase der Arbeit; viele entscheidende Ideen sind in

dieser Zeit entstanden. Dr. K. Rippe (DKFZ) danke ich f�ur die Beantwortung

vieler Fragen zu biologischen Themen und die Durchsicht des Manuskripts.

Weiterhin m�ochte ich mich beim DKFZ f�ur die Bereitstellung der ben�otig-

ten gro�en Rechnerkapazit�at bedanken. Das Institut f�ur wissenschaftliches

Rechnen (IWR) der Universit�at Heidelberg und die Universit�at Mannheim

hat den Linux{Cluster Comyc zur Verf�ugung gestellt, auf dem ebenfalls ein

wesentlicher Teil der hier vorgestellten Ergebnisse berechnet wurde. Andere

Benutzer werden sicher aufatmen, da� die Maschinen nun wieder weniger

ausgelastet sind.

Die vorliegende Arbeit wurde erm�oglicht durch Mittel des Bundesministe-

riums f�ur Bildung und Forschung (BMBF) im Rahmen des Humanen Genom

Projekts (HUGO) und durch eine Abschlu�f�orderung des Graduiertenkollegs

am IWR Heidelberg und der Arbeitsgruppe Biocomputing von Prof. J. Smith.



Kapitel 1

Biologische Grundlagen

Die Erbinformation von Zellen be�ndet sich auf einem einem langen, fa-

denf�ormigen Makromolek�ul, der Desoxyribonukleins�aure (DNA). Bei Zellen

h�oher entwickelter Lebewesen schwimmt die DNA nicht frei im Zell{Plasma,

sondern ist im Zellkern lokalisiert. Bei Eukaryonten, zu denen der Mensch

geh�ort, kann man verschiedene Organisationsstufen der DNA unterscheiden

(Abbildung 1.1): DNA ist gefaltet in die Chromatin�ber; Schleifen aus Chro-

matin bilden Chromosomen; die Chromosomen bilden den Zellkern.

1.1 DNA Struktur

1.1.1 Prim�arstruktur

Desoxyribonukleins�aure ist ein Polymer, das �ublicherweise aus vier verschie-

denen Nukleotiden zusammengesetzt ist. Ein Nukleotid besteht aus einem

Zucker (�-D-2'-Desoxyribose), einer (negativ geladenen) Phosphatgruppe und

einer von vier heterozyklischen Basen: Adenin (A), Guanin (G), Thymin (T),

Cytosin (C) (siehe Abb. 1.2). Die Sequenz der Basen tr�agt die genetische

Information, w�ahrend die Zucker- und Phosphatgruppen eine strukturelle

Aufgabe erf�ullen [Str91]. Die Polymerisierung �ndet durch 3'-5' Phospho-

diester-Bindung statt. Die Kette der so verbundenen Monomere bezeichnet

man als Einzelstrang mit einer Richtung vom 5'{Ende zur 3'{Ende. Ein Dop-

pelstrang kann sich aus zwei Einzelstr�angen durch Ausbildung von Wasser-

sto�br�ucken zwischen Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin bilden

(siehe Abb. 1.3). Die Basenpaarung ist dabei hochspezi�sch, da sich bei der

A{T Bindung zwei, bei der G{C Bindung drei Wassersto�br�ucken ausbilden.

Jedes Basenpaar ist aufgrund der geladenen Phosphatgruppen zweifach ge-

laden.
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Abbildung 1.1: Klassische Lehrbuchsicht der Kompaktierung der DNA

im Zellkern in Metaphase. Die abgebildetenMacrocoils bilden nach dieser

Ansicht im wesentlichen die Chromosomen. Aus [Tra91].

1.1.2 Struktureigenschaften

Die r�aumliche Struktur der DNA wurde 1953 von Watson und Crick aus

Ergebnissen von R�ontgenstreuexperimenten ermittelt:

� Der Doppelstrang ist um eine gemeinsame Achse helikal gewunden

(Doppelhelix). Die Einzelstr�ange laufen entgegengesetzt.

� Die Basenpaare sind zum Inneren der Helix orientiert, das Zucker{

Phosphat{R�uckgrat liegt au�en.

� Der Durchmesser der Helix betr�agt ca. 2 nm.
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Abbildung 1.2: Beispiel eines Nukleotids (DNA{Monomer): Desoxy-

thymidin-5'-triphosphat (dTTP)

Abbildung 1.3: Zwei Basenpaare einer DNA (aus [Wol95])
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Die DNA kann dabei in verschiedenen Konformationen vorliegen. In biolo-

gischen Systemen wird die DNA meist in der B{Form beobachtet. Diese ist

durch folgende Eigenschaften gekennzeichnet:

� Rechtsh�andigkeit der Doppelhelix

� 10,4 Basenpaare (bp) pro Helix{Windung

� 0,34 nm Gangh�ohe pro bp.

Abbildung 1.4: R�aumliches Modell einer DNA{Doppelhelix. Die jewei-

lige Farbe entspricht dem Typ des Atoms: blau { C, rot { P, gelb { O,

gr�un { N, hellblau - H.

Die L�ange der DNA ist f�ur verschiedene Organismen sehr unterschiedlich.

Die DNA des SV40-Virus besitzt beispielsweise 5243 Basenpaaren (bp), ein

Hefechromosom 350 kbp, das E. coli{Genom 4.6 Mbp und das menschliche

Genom 6 Gbp.

1.2 Chromatin�ber

Als Chromatin bezeichnet man die mit basischen Farbsto�en anf�arbbare

Substanz der Chromosomen und der Zellkerne h�oherentwickelter Lebewe-

sen. Man beobachtet, da� Chromatin in F�aden mit einem Durchmesser von
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30 nm organisiert ist, die man als Chromatin�bern bezeichnet. Sie bestehen

aus DNA, die mit einer Gruppe basischer Proteine, den Histonen, fest verbun-

den ist [Hol89, Wol95]. Diese Proteine sind ein wesentlicher Bestandteil der

Chromosomen. Sie machen etwa die H�alfte der Masse von Eukaryontenchro-

mosomen aus. Die Struktur von Chromatin kann die Transkriptionsaktivit�at,

also das Ablesen der Erbinformation von DNA, regulieren [Fel96, Wol94].

Transkriptionsaktivit�at kann beispielsweise unterbunden werden, indem die

DNA so verpackt wird, da� Polymerasen | Proteine, die die Transkription

durchf�uhren | nicht in Kontakt mit der DNA gelangen k�onnen und so die

dort enthaltene Information nicht ablesen k�onnen.

1.2.1 Nukleosom

Beobachtet man Chromatin in Pu�erl�osungen mit niedrigen Salzgehalt, er-

kennt man F�aden, die mit ca. 10 nm gro�en, rundlichen Gebilden, den Nu-

kleosomen, besetzt sind. Nukleosomen bestehen aus den Histonen H2A, H2B,

H3 und H4 sowie DNA-Abschnitten von ungef�ahr 200 nm L�ange. Meistens

ist noch ein sogenanntes Linker{Histon vorhanden, z.B. H1 oder H5. Je zwei

Molek�ule von H2A, H2B, H3 und H4 bilden den Histonkern, ein Oktamer, um

den sich die DNA{Helix in etwa zwei Links{Windungen herumlegt (Abbil-

dung 1.5). Man unterscheidet begri�ich zwischen dem Nukleosomen{Core{

Partikel, dem Chromatosom und dem Nukleosom: Das Nukleosomen{Core{

Partikel besteht aus dem Histon{Oktamer und der daran gebundenen DNA.

Zusammen mit dem Linker{Histon und der daran gebundenen DNA, bildet

es das Chromatosom. Das Nukleosom besteht aus dem Chromatosom und

der Linker{DNA, die die Chromatosomen verbindet. H�au�g wird der Begri�

Nukleosom synonym mit dem Begri� Chromatosom verwendet. Dies wird

auch im folgenden so gehandhabt, soweit dies nicht zu Unklarheiten f�uhrt.

Das Nukleosomen{Core-Partikel besteht aus einem Histon{Oktamer, um

das 146 bp DNA in 1,65 Windungen in einer 
achen Superhelix gewunden

sind. Es ist zylinderf�ormig mit einem Durchmesser von 11 nm und einer Dicke

von 5,5 nm. Die Position der Atome des Histonkerns und der DNA sind aus

R�ontgenstreuexperimenten an Kristallen des Nukleosomen{Core-Partikel in

einer Au
�osung von 2,8 �A bekannt (Abbildung 1.6) [LMR+97]. Die Lage der

N-terminalen Protein{Schw�anze der Histone l�a�t sich auf diese Weise nicht

bestimmen, da sie anscheinend keine feste Position einnehmen.

Das Chromatosom besteht aus dem Nukleosomen{Core-Partikel und wei-

teren 20 bp DNA. Es besitzt eine Gesamtmasse von 230 kDa. Die 20 bp

zus�atzliche DNA sind an das Linker{Histon gebunden. Die genaue Lage

des Linker{Histons ist nicht bekannt. Es wird aber eine zentrale, symme-

trische Position wie in Abbildung 1.5 f�ur wahrscheinlich gehalten [Tra99].
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Abbildung 1.5: Skizze des Nukleosoms

Die Linker{Histone k�onnen sich bei verschiedenen Spezies und Zelltypen un-

terscheiden. So besitzt beispielsweise der Mensch verschiedene Varianten des

Histons H1 und das Huhn Varianten von H5.

Verschiedene experimentelle Untersuchungen ergaben, da� das Linker{

Histon den Winkel zwischen einlaufender und auslaufender DNA festlegt

(Abbildung 1.12). Neuere Daten weisen au�erdem darauf hin, da� das Linker{

Histon bei H�uhnerythrozyten zusammen mit einem Abschnitt der DNA eine

stammf�ormige Struktur bildet (stem{motif ) [ZLH98, BHG+98]. Die aus dem

Nukleosomen{Core auslaufende DNA und das Linker{Histon bilden bis zu

einer Entfernung von etwa 8 nm vom der Achse des Nukleosomen{Core{

Partikels eine zusammenh�angende Einheit, den Nukleosomen{Stamm. Erst

dann laufen die beiden DNA{Doppelstr�ange auseinander (Abbildung 1.7).

Der Winkel zwischen einlaufender und auslaufender DNA ist abh�angig

von der Salzkonzentration des L�osungsmittels in dem sich die Nukleosomen

be�nden. Orientierende Daten �nden sich bei Woodcock et al. [WGHW93]:

Hier wird ein Bild aus einem �Ubersichtsartikel �uber die Methode der Cryo{

Elektronen{Mikroskopie1 von Dubochet et al. [DAC+88] ausgewertet und

1Bei Cryo{Elektronenmikroskopie werden die Proben sehr schnell in 
�ussigen Sticksto�

abgek�uhlt und anschlie�end mit konventionellen elektronenmikroskopischen Techniken be-

obachtet. Man geht davon aus, da� durch den schnellen Abk�uhlungsprozess keine Pr�apa-

rationsartefakte auftreten und die Struktur der Probe im wesentlichen erhalten bleibt.
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Abbildung 1.6: Verschiedene Ansichten der atomaren Struktur ei-

nes Nukleosomen{Core{Partikels [LMR+97]. Die Visualisierung erfolg-

te mit dem Programm WebLab von Molecular Simulations Inc. (http:

//www.msi.com/weblab). Dargestellt ist die Ober
�ache der Histone und

der DNA. Die F�arbung entspricht der Ladungsdichte an dieser Stelle.

Die rote Farbe entspricht negativer, die blaue positiver Ladungsdichte.

Man erkennt das stark negativ geladene Phosphat{R�uckgrat der DNA{

Doppelhelix am Rand des Zylinders und die positiv geladenen Histone in

der Mitte. Links oben ist der einzige Histon{Schwanz zu sehen, dessen

Lage und Geometrie bestimmt werden konnte.
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Abbildung 1.7: Struktur von Nukleosomen aus H�uhner{Erythrozyten

in einer cryo{elektronenmikroskopischen Aufnahme [BHG+98]. Die

gro�en Pfeile zeigen auf das Ende des Nukleosomen{Stamms. Die klei-

nen Pfeile markieren die zwei Windungen der DNA im Chromatosom,

das von der Seite zu sehen ist.

der mittlere Winkel auf 20Æ-60Æ abgesch�atzt. Eine genauere, sehr sorgf�alti-

ge Bestimmung mit Cryo{Elektronen{Mikroskopie erfolgte 1995 von Bed-

nar et al. [BHDW95]: 56Æ�19Æ bei 5 mM NaCl und 39Æ�11Æ bei 20 mM

NaCl (De�nition: mM:=10�3 mol/l). Das fast identische Autorenkollektiv

ver�o�entlichte 1998 folgende Werte [BHG+98]: 85Æ bei 5 mM NaCl, 45Æ bei

15 mM NaCl, 35Æ�9Æ bei 80 mM NaCl. Der Wert bei 80 mM NaCl wurde

mit Elektron{Cryotomographie und anschlie�ender 3D{Rekonstruktion er-

mittelt. Die Werte sind kritisch zu beurteilen. Die Diskrepanz bei 5 mM
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zu der vorhergehenden Publikation wird nicht diskutiert. Von den Werten

bei 5 mM und 20 mM wird keine Fehlergrenze angegeben. Es ist weiter-

hin au��allig, da� die angegebenen Werte zu dem ebenfalls in diesem Artikel

vorgestellten Modell sehr gut passen.

Eine weitere Eigenschaft der Linker{Histone besteht in der Reduktion der

Ladung der DNA. Um diese zu bestimmen, kann man die Ladung der Linker{

Histone bestimmen. Sie kann grob abgesch�atzt werden, indem man die La-

dungen der Aminos�auren addiert2. F�ur menschliches H1 (H1F1) errechnet

man so 51 Elementarladungen, f�ur H5 vom Huhn (gallus gallus) 54 Ladun-

gen. Eine detailliertere Analyse mit dem Programm SEDNTERP [Phi97] von

f�unf h�au�gen menschlichen Varianten von H1 ergibt im Mittel eine Ladung

von 56,9 Ladungen und von H5 vom Huhn 61,6 Ladungen. F�ur die globul�are

Dom�ane von H5 bestimmt man analog eine Ladung von 25. Dies bedeutet,

da� mehr als die H�alfte der Ladungen auf den Schw�anzen lokalisiert sind. Man

kann also davon ausgehen, da� die 40 Ladungen der an das Linker{Histon ge-

bundenen 20 bp DNA vollst�andig neutralisiert sind. Eine andere, detaillierte

Analyse zeigt, da� das Linker{Histon 58 bis 59 Ladungen der Linker{DNA

neutralisiert [CK90]. Diese Daten sind mit den Ergebnissen von Zlatanova et

al. konsistent [ZLH98], die zeigen, da� die globul�are Dom�ane von H5 allein im

Gegensatz zu vollst�andigem H5 nicht f�ahig ist, den �O�nungswinkel zwischen

einlaufender und auslaufender DNA zu stabilisieren.

1.2.2 Eigenschaften der Chromatin�ber

In Chromatin sind die Nukleosomen wie auf einer Perlenkette aufgereiht. Sie

nehmen in vitro bei niedriger Salzkonzentration eine o�ene Struktur ein, die

sich durch einen Durchmesser von ungef�ahr 10 nm auszeichnet (Abbildung 1.8

oben). Bei h�oherer Salzkonzentration kompaktiert die Struktur immer mehr,

bis sich bei 80{100 mM NaCl eine �berartige Struktur mit einem Durch-

messer von 30 nm bildet (Abbildung 1.8 unten). Man bezeichnet diese als

30 nm{Fiber oder einfach als Chromatin�ber.

Das beschriebene Chromatin wird auch als Euchromatin bezeichnet. Im

Gegensatz dazu gibt es auch Heterochromatin, das nach der Mitose3 konden-

siert bleibt und weitgehend transkriptionsinaktiv ist. Bei elektronenmikro-

skopischen Aufnahmen kann man hier ebenfalls 30 nm{Fibern nachweisen.

Was den Unterschied auf der Ebene der Feinstruktur ausmacht, ist ungekl�art.

In der vorliegenden Arbeit werden nur die Eigenschaften von Euchromatin

untersucht.

2ARG und LYS tragen die Ladung 1, ASP und GLU tragen die Ladung -1, HIS tr�agt

je nach Protonierungsgrad die Ladung 0 oder 1, bei pH 7 im Durchschnitt die Ladung 0,5.
3Mitose bezeichnet den Zustand der Zelle w�ahrend der Zellteilung.
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Abbildung 1.8: Struktur von Chromatin�bern aus H�uhner{

Erythrozyten in einer cryo{elektronenmikroskopischen Aufnah-

me [BHG+98]. Bei niedriger Salzkonzentration (5 mM NaCl) entsteht

eine aufgefaltete Kette (oben), bei h�oherer Salzkonzentration (40 mM

NaCl) eine kompaktierte Fiber. Die Balken entsprechen einer L�ange von

30 nm.



1.2 Chromatin�ber 11

Im folgenden wird ein �Uberblick �uber Eigenschaften der Chromatin�ber

gegeben, die experimentell gewonnen wurden. Weiterhin werden die wichtig-

sten Chromatin{Modelle diskutiert.

L�ange der Linker{DNA

Die L�ange der Linker{DNA ist bei verschiedenen Spezies und verschiede-

nen Zellen eines Organismus unterschiedlich. Sie besitzt h�au�g eine L�ange

von durchschnittlich 30 bp. �Ublicherweise wird nicht die L�ange der Linker{

DNA angegeben, sondern die sogenannte Repeat{L�ange. Sie gibt an, in wel-

chen Abst�anden Nukleosomen auf der DNA angeordnet sind. Kurze Repeat{

L�angen, die auf eine Linker{DNA L�ange deutlich unter 20 bp schlie�en lassen,

kommen vor allem in besonders transkriptionsaktiven4 Zellen vor, wie z.B.

Cortex{Neuronen von Hasen mit einer Repeat{L�ange von 162 bp ([TT77,

Bro78] wie zitiert in [Hol89]). Es handelt sich hierbei um Chromatin, das

sich in der Zusammensetzung von gew�ohnlichem Chromatin unterscheidet.

So ist nur eine geringe Menge vom Histon H1 vorhanden, Histon H2A ist

zudem meist stark ubiquitiniert5 und man �ndet dort gro�e Mengen von

HMG{Proteinen (sie Abschnitt 1.2.4). Welchen Ein
u� auf die Struktur diese

Unterschiede zu gew�ohnlichem Chromatin haben, ist Gegenstand der aktuelle

Forschung. An sehr stark transkribierten Genen �ndet man keine Nukleoso-

men, man kann aber immunologisch Histone in diesen Bereichen nachweisen.

L�angere Linker{DNA �ndet man �ublicherweise in nicht{aktivem Chromatin

wie z.B. in Seeigel{Sperma (242 bp Repeat{L�ange), an dem keine Transkrip-

tion statt�ndet. Hier sind allerdings die Histone h�au�g ersetzt durch Prota-

mine6. Au�derdem sind meist andere Proteine wie Spermin oder Spermidin

vorhanden, die das Chromatin weiter kompaktieren.

Massenbelegungsdichte

Ein wichtiger Strukturparameter der Chromatin�ber ist neben ihrem

Durchmesser die Massenbelegungsdichte. Ihr Wert kann mit verschiedenen

biophysikalischen Methoden bestimmt werden: Neutronen{, R�ontgen{ und

Lichtstreuung, sowie analytische Ultrazentrifugation und Scanning{Trans-

missions{Elektronenmikroskopie (STEM). Man �ndet bei physiologischer

Salzkonzentration Werte im Bereich von 6 Nukleosomen pro 11 nm Fa-

4Transkription ist der Proze� im Zellkern, bei dem Information von der DNA abgelesen

wird um anschlie�end anhand dieser Information Proteine zu synthetisieren.
5An ubiquitinierten Proteinen ist das Protein Ubiquitin gebunden.
6Protamine sind Proteine, die an DNA in Sperma binden.Sie ersetzten die Histone und

erlauben Chromosomen mehr zu kondensieren als dies mit Histonen m�oglich w�are.
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denl�ange. Messungen, die auf optischer Anisotropie beruhen, werden auf-

grund der gro�en Unsicherheit dieser Methode nicht diskutiert (siehe Sei-

te 14). Da die Ergebnisse vieler �alterer Arbeiten aus heutiger Sicht mit Pr�apa-

rationsartefakten belastet sind (siehe unten), soll im folgenden ein �Uber-

blick �uber die vertrauensw�urdigen Daten gegeben werden. Einen ausf�uhrli-

chen �Uberblick �uber die Arbeiten bis 1988 gibt das Lehrbuch von van Hol-

de [Hol89].

Beim Isolationsvorgang von Chromatin kann die Struktur durch die Pr�a-

paration ver�andert werden. Bei fr�uhen Arbeiten wurden beispielsweise die

langen Chromatin�bern durch hydrodynamische Scherungskr�afte zerschnit-

ten. Es wurde jedoch nachgewiesen, da� diese Scherungskr�afte die Anordnung

der Nukleosomen im Chromatin ver�andern. Bei neueren Arbeiten wird des-

wegen die Probe kurz mit Micrococcus{Nuclease behandelt und damit DNA

teilweise verdaut. Dabei werden allerdings bevorzugt o�ene Strukturen ver-

daut. Es geschieht also eine k�unstliche Isolierung kompakterer Strukturen.

Weiterhin werden h�au�g Reagenzien zur Stabilisierung von Chromatin ein-

gesetzt, die vermutlich die Fiber weiter kondensieren. Besonders prominent

ist beispielsweise in [GR87] die Verwendung von Spermin und Spermidin, po-

sitiv geladenen, drei{ und vierwertigen ionischen Proteinen, die Ionenbr�ucken

zwischen geladenen Teilen der Fiber bewirken.

Eine sehr sorgf�altige vergleichende Messung wurde von Gerchman und

Ramakrishnan durchgef�uhrt [GR87]. Fragmente von Chromatin aus H�uhner{

Erythrozyten mit ca. 100 Nukleosomen wurden bei verschiedenen NaCl{ und

MgCl2{Konzentrationen mit STEM und Neutronenstreuung vermessen. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 1.9 dargestellt. �Ubereinstimmend mit ande-

ren STEM{Experimenten ergibt sich oberhalb einer Salzkonzentration von

80 mM NaCl bzw. 0.4 mM MgCl2 eine Massenbelegungsdichte von etwa

6 Nukleosomen pro 11 nm. Bei der Pr�aparation wurde, wie bereits oben

erw�ahnt, Spermin und Spermidin verwendet. Dies ist vermutlich auch der

Grund, warum es anderen Arbeitsgruppen nicht gelungen ist, Chromatin-

�bern bei �ahnlich hoher Ionenst�arke noch zu beobachten. Sie erhalten bei

diesen Ionenst�arken Aggregate. Experimente mit Neutronenstreuung ohne

die Verwendung von Spermin oder Spermidin ergaben bei 70 mM NaCl eine

Massenbelegungsdichte von lediglich 4.2 Nukleosomen pro 11 nm w�ahrend

Gerchman et al. einen Wert von etwa 5.5 angeben [SBB79].

Mit Lichtstreuung wurden Chromatin�bern mit 50{150 Nukleosomen ver-

messen [CCP78]. Aus den Gyrationsradien kann man f�ur eine Fiber von

30 nm-Durchmesser die folgenden Massenbelegungsdichten absch�atzen: 3,1

Nukleosomen/11 nm bei 10 nM Tris, 4,4 Nukleosomen/11 nm bei 40 mM

NaCl und 10 nM Tris, 5,5 Nukleosomen/11 nm bei 60 mM NaCl und 10 nM

Tris. Tris ist wie Na+ einfach positiv geladen. Diese Daten stimmen mit den

Daten aus Neutronenstreuung und STEM �uberein.



1.2 Chromatin�ber 13

Abbildung 1.9: Massenbelegungsdichte von Chromatin�bern gemessen

mit Neutronenstreuung (Æ), und STEM (�, O) in Abh�angigkeit von der

Salzkonzentration. Aus [GR87]

Mit analytischer Ultrazentrifugation kann man die Sedimentationskoef�-

zienten von Chromatin�bern verschiedener L�angen bestimmen (Abbil-

dung 1.10). Ein Vergleich mit den SedimentationskoeÆzienten von starren

St�aben ergibt eine �Ubereinstimmung mit einem Stabdurchmesser von

22�7 nm und einer Massenbelegungsdichte von etwa 2,5 Nukleosomen/11 nm

bei 60 mM NaCl [OKV90]. Der letztere Wert unterscheidet sich erheblich von

den anderen hier dargestellten Ergebnissen. Der Grund f�ur diese Abweichung

ist vermutlich die N�aherung als solider, starrer Stab.
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Abbildung 1.10: Abh�angigkeit des SedimentationskoeÆzienten S20;w
von der Anzahl der Nukleosomen N von Nukleosomen{Oligomeren bei

verschiedenen Ionenst�arken. Die Oligomere wurden aus Rattenlebern (Æ)

und H�uhnererythrozyten (2) isoliert. Daten der unteren Linie sind bei

25 mM NaCl (o�ene Symbole), der oberen Linie bei 65 mM (gef�ullte

Symbole) gemessen worden. Der Sprung bei N �6 zeigt, da� mindestens
6 Nukleosomen notwendig sind, um bei h�oherer Ionenst�arke ein Struktur

auszubilden. Aus [But84].

Orientierung der Nukleosomen und Linker{DNA innerhalb der

Fiber

Die r�aumliche Orientierung der Nukleosomen und der Linker{DNA innerhalb

der Chromatin�ber gibt Informationen �uber die Organisation der Fiber. Die

Orientierungen werden mit Hilfe von Experimenten abgesch�atzt, die den Ef-

fekt des linearen Dichroismus (LD) ausnutzen. Hierbei werden Chromatin�-

bern mit Hilfe von Str�omungen des L�osungsmittels (
"
Flow Linear Dichroism\

| FLD) oder einem starken elektrischen Feld (
"
Electric Linear Dichroism\

| ELD) r�aumlich ausgerichtet. Man mi�t die Absorption von Licht, das par-

allel (Ak) und senkrecht (A?) zur Ausrichtung der Molek�ule polarisiert ist.
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Man nennt LDr =
�
Ak � A?

�
=A den reduzierten linearen Dichroismus, wo-

bei A die Absorption von nicht polarisierten Licht bezeichnet. Bei Chromatin

wird bei Messungen im nahem UV (260 nm) das LD{Signal vom intensiven

� ! ��{�Ubergang der Basen der DNA dominiert. Die Absorption ist beson-

ders gro�, wenn das Licht parallel zur Ebene der Basen polarisiert ist, d.h.

wenn die DNA senkrecht zur Polarisationsebene des Lichts liegt. In der Li-

teratur �ndet sich ein Vielzahl von Messungen, die von Dimitrov et al. in

einem �Uberblicksartikel zusammengefa�t sind [DMP90]. Die Autoren weisen

darauf hin, da� es sich bei negativen Werten von LDr bei hoher Salzkonzen-

tration vermutlich um Pr�aparationsartefakte handelt. Beide Verfahren FLD

und ELD liefern Ergebnisse, die bei niedriger und hoher Salzkonzentration

von ann�ahernd gleicher Gr�o�e sind, sich aber bei einer mittleren Konzentrati-

on unterscheiden. Der Unterschied wurde von Kubista et al. durch eine neue

Interpretation der vorhandenen Daten gekl�art [KHNN90]. Es wurde gezeigt,

da� sich die Unterscheide erkl�aren lassen, wenn man annimmt, da� bei mitt-

lerer Salzkonzentration die Chromatin{Achse senkrecht zu dem angelegtem

elektrischen Feld orientiert ist. Die nun konsistente Interpretierung der Da-

ten erlaubt eine Absch�atzung des m�oglichen Bereichs der Orientierung der

Linker{DNA und der Nukleosomen: Man erh�alt f�ur die Linker{DNA einen

Bereich von 50Æ bis 90Æ und f�ur die Achse der nukleosomalen DNA{Superhelix

einen Bereich von 45Æ bis 60Æ Neigung zur Achse der Chromatin�ber.

Alternativ wurde auch die Doppelbrechung von Chromatin�bern unter-

sucht [DMP90]. Die Interpretation dieser Daten ist jedoch sehr umstritten,

so da� auf eine Diskussion verzichtet wird.

Lage der Linker{Histone

Weitere Information �uber die innere Struktur der Chromatin�ber erh�alt man

aus Experimenten, die die Position der Linker{Histone in der Fiber bestim-

men. Durch verschiedene Experimente konnte nachgewiesen werden, da� die

Linker{Histone innerhalb der Fiber und nicht in den Au�enbereichen liegen.

Durch immunologische Reaktionen wurde von Leuba et al. gezeigt, da� H1

und H5 besonders gesch�utzt in der Fiber liegen und nicht durch proteolytische

Enzyme7 hydrolysiert werden [LZH93]. Dieser Nachweis ist im Gegensatz zu

vorhergehenden Arbeiten �uberzeugend, da die proteolytischen Enzyme an

eine Ober
�ache gebunden waren und dadurch sichergestellt werden konnte,

da� nur Molek�ule an der Ober
�ache der Fiber angegri�en wurden und die

Enzyme nicht in das Innere der Fiber di�undieren konnten.

Graziano et al. untersuchten mit R�ontgen{Kleinwinkel{Streuung rekon-

7Ein proteolytisches Enzym hydrolysiert komplexe Proteine in kleinere Proteine.
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stituiertes Chromatin mit normalem H1 und deuteriertem H1 [GGSR94]. Sie

zeigten zun�achst, da� die Streukurven des rekonstituierten Chromatins sich

nicht von denen des nativen Chromatins unterscheiden. Bei einem bestimm-

ten Grad der Deuterierung des L�osungsmittels wird nur die Streuung von

H1 gemessen. Es ergibt sich ein Gyrationsradius von 73 �A. F�ur die nicht{

deuterierten Fiber wird der Gyrationsradius von 122 �A bestimmt. Damit

kann man absch�atzen, da� H1 etwa 60{65 �A und der Mittelpunkt der Nu-

kleosomen etwa 115 �A von der Fiberachse entfernt sind. H1 liegt also deutlich

im Innern der Fiber.

Flexibilit�at

Beobachtung von Chromatin�bern mit elektronenmikroskopischen und ra-

sterkraftmikroskopischen Techniken zeigen, da� die Chromatin�ber nicht sehr

steif ist (siehe z.B. Abbildung 1.8). Die Stei�gkeit in Bezug auf die Biegung

kann durch die Persistenzl�ange charakterisiert werden (Kapitel 2.1).

Zur Bestimmung der Persistenzl�ange der Chromatin�ber wurden zwei

Wege beschritten: Die Bestimmung des r�aumlichen Abstands von Markern

mit bekanntem genomischem Abstand8 und die direkte Messung der End{zu{

End{Abstands{Verteilung einer Chromatin�ber. Die Persistenzl�ange kann

dann aus der bekannten Verteilung des Porod{Kratky{Modells (Glei-

chung 2.14) oder des Flory{Modells9 (z.B. in [DE86]) berechnet werden.

Bei Fluoreszenz{in situ{Hybridisierung (FISH) werden 
uoreszierende

Marker an de�nierten Stellen mit bekanntem genomischen Abstand in das

Erbgut eingebracht. Es werden die projizierten geometrischen Abst�ande einer

gro�en Anzahl dieser Marker mit Hilfe von Lichtmikroskopie bestimmt. Bei

L�angen unter etwa 1 Mbp ergibt sich ein linearer Zusammenhang zwischen

dem Mittelwert des geometrischen Abstands und dem genomischen Abstand.

Eine Auswertung der Daten von Engh et al. [EST92] durch Ostashevsky und

Lange [OL94] auf Basis des Flory{Modells ergab eine Persistenzl�ange von

100{140 nm, eine Auswertung auf Basis des Porod{Kratky{Modells durch

Mehring ergab etwa 130 nm [Meh98]. Die Analyse der neueren Daten von

Yokota et al. [YEH+95], bei denen die verwendeten Zellen wesentlich scho-

nender pr�apariert wurden, ergeben eine Persistenzl�ange von ungef�ahr 70 nm.

Ein direkte Bestimmung wurde von Castro im Labor von Bustamante

durchgef�uhrt [Cas94]. Die Arbeit ist nicht �o�entlich verf�ugbar. Die Resul-

8Unter genomischem Abstand versteht man die Anzahl von Basenpaaren zwischen zwei

Stellen einer DNA.
9Die Aussage des Flory{Modells ist, da� der Erwartungswert des End{zu{End{

Abstands ~R von N selbstvermeidenden Segmente der L�ange b sich berechnen l�a�t wie

h~R2i = b2N2� . � ist typischerweise etwa 3/5.
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tate wurden aber in einer Arbeit von Houchmandzadeh et al. [HMCL97]

zitiert; Details wurden von John Marko pers�onlich berichtet. Chromatin

wurde aus H�uhner{Erythrozyten isoliert und der End{zu{End{Abstand mit

Rasterkraft{Mikroskopie bestimmt. Daraus wurde eine Persistenzl�ange von

30-50 nm berechnet. Zur Beobachtung mit Rasterkraftmikroskopie mu� die

Fiber auf einem Glimmer immobilisiert werden. Es ist unklar, welchen Ein-


u� die bei der Immobilisierung auftretenden Kr�afte auf die Struktur und

damit auf die Persistenzl�ange haben.

Zusammenfassend scheinen also Werte zwischen 50 nm und 150 nm mit

den experimentellen Daten vereinbar zu sein. Weitere Daten werden von Ar-

beiten erwartet, bei denen einzelne Chromatin�bern mit Hilfe von Laser{

Pinzetten gestreckt werden. Bei den diesen Daten scheint es sich aber um

einen Flexibilit�atsbereich zu handeln, bei dem die Chromatin�ber bereits so

weit auseinandergezogen wurde, da� haupts�achlich die Flexibilit�at der DNA

gemessen wurde [KBO98, Kat99].

Strahlensch�aden

Wenn Chromatin starker ionisierender Strahlung ausgesetzt werden, treten

Br�uche des DNA{Doppelstrangs auf. Aus der Verteilung der Fragmentl�angen

kann man auf die Struktur der Fiber zur�uckschlie�en. Rydberg et al. setz-

ten menschliche Fibroblasten10 ionisierender Strahlung aus und analysier-

ten anschlie�end die Verteilung der L�angen der DNA{Fragmente mit Ge-

len [RHMC98]. Diese Daten wurden mit simulierten Daten von verschiede-

nen geometrischen Modellen der Chromatin�ber verglichen. Es ergab sich,

da� das Solenoid{Modell (siehe Abschnitt 1.2.3) nicht mit den Daten ver-

tr�aglich ist, wohl aber das Zick{Zack{Modell (siehe Abschnitt 1.2.3).

Internukleosomaler Abstand

Die Abst�ande zwischen Nukleosomen, die direkt durch die Linker{DNA ver-

bunden sind, wurde in einer Vielzahl von Experimenten bestimmt. Es wur-

den Di{, Trinukleosomen oder lange Chromatin�bern untersucht. Die ein-

gesetzten experimentellen Techniken sind Lichtstreuung, Rasterkraftmikro-

skopie [ZLH98], analytische Ultrazentrifugation [YLW90, YLW91], Cryo{

Elektronen{Mikroskopie [BHDW95] und elastische Neutronenstreu-

ung [Ham99]. Die gemessenen Abst�ande stimmen bei geringen Salzkonzen-

trationen (0{20 mM NaCl) ann�ahernd �uberein. Es ergeben sich 200{220 �A

f�ur Polynukleosomen aus H�uhnererythrozyten und 180 �A bei Polynukleoso-

men aus COS-7{Zellen, was auf 64 bp bzw. 44 bp gestreckte Linker{DNA

10Fibroblasten sind ein spezieller Zelltyp.
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schlie�en l�a�t. Bei h�oherer Salzkonzentration sind aufgrund experimentel-

ler Probleme bisher nur Messungen an Di{ und Trinukleosomen m�oglich. Es

ergibt sich ein Abstand von ungef�ahr 140 �A. Lediglich die Ergebnisse aus

Cryo{Elektronen{Mikroskopie ergeben einen Wert von 300 �A, was aber im

Vergleich mit den anderen Ergebnisse als Pr�aparationsartefakt einzustufen

ist. Der Grund f�ur die Verringerung des internukleosomalen Abstands bei

h�oherer Salzkonzentration ist unklar.

1.2.3 Modelle der Chromatin�ber

Zur Beschreibung der Struktur von Chromatin existiert ein Vielzahl von Mo-

dellen. Viele Modelle beruhen auf Ergebnissen, die sich sp�ater als Artefakt

der Messung herausgestellt haben. Einen �Uberblick �uber Modelle bis 1988

gibt das Lehrbuch von van Holde [Hol89] oder der Review{Artikel von Di-

mitrov et al. [DMP90]. Das bisher wohl am weitesten akzeptierte Modell f�ur

die Chromatin�ber ist das Solenoid{Modell [FK76, TKK79] (Abbildung1.11).

Es beruht auf Ergebnissen, die mit Elektronenmikroskopie und Lichtstreuung

gewonnen wurden. In diesem Modell bilden die Nukleosomen mit zunehmen-

der Salzkonzentration eine Superhelix, wobei die Scheiben der Nukleosomen

kaum gegen die Achse der Fiber geneigt sind. Eine Windung enth�alt 6 Nu-

kleosomen und besitzt eine Gangh�ohe von 11 nm. Der genaue Verlauf der

Linker DNA zwischen den Nukleosomen wird nicht spezi�ziert. Diese Struk-

tur wird bereits von den Autoren dieses Modells als sehr schematisch bzw.

idealisiert bezeichnet. Die h�au�g angenommene perfekte Regelm�a�igkeit des

Solenoids ist daher nicht gerechtfertigt. Daten �uber die Ausrichtung der Lin-

ker DNA und Nukleosomen sowie neuere Ergebnisse aus Strahlensch�aden

sind wie oben beschrieben nicht mit diesem Modell vereinbar. Zur Erkl�arung

der Dichroismus{Daten wurden einige Varianten des Solenoid{Modells vorge-

schlagen, die aber nicht befriedigend sind. Bei allen vorgeschlagenen Model-

len ist die Linker{DNA sehr stark gebogen. Was diese Kr�ummung stabilisiert

oder wie ein im Verh�altnis zur Persistenzl�ange so kurzes St�uck DNA gebogen

werden kann, bleibt ungekl�art.

Ausgehend von einer Neuananlyse der bestehenden Daten und dem Ver-

gleich mit neuen elektronenmikroskopischen Bildern entwarfen Woodcock et

al. ein neues Modell der Chromatin�ber [WGHW93]. Dieses Modell stellt

eine Weiterentwicklung der Crosslinker-Modelle von Bordas [BPGK+86] und

Kubista [KHNN90] dar. Die Crosslinker{Modelle postulieren im wesentlichen

eine Zick{Zack{Struktur. Die Linker{DNA l�auft in etwa durch das Zentrum

der Fiber. Woodcock f�uhrt im wesentlichen zwei Neuerungen dieser Modelle

ein: Erstens �ndet eine mathematische Parametrisierung der Chromatin�ber

statt. Zweitens wird eine im allgemeinen irregul�are Struktur angenommen,
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Abbildung 1.11: Skizze des Solenoid{Modells aus [TKK79]. Die Nu-

kleosomen (dargestellt als Zylinder) bilden bei zunehmender Salzkonzen-

tration eine Helix{f�ormige Struktur. n bezeichnet die Anzahl der Nukleo-

somen pro Helixwindung.

da in elektronenmikroskopischen Bildern in der Regel geordnete und unge-

ordnete Bereiche zu beobachten sind.

Die Chromatin�ber kann durch drei Gr�o�en parametrisiert werden (Ab-

bildung 1.12): Der Winkel � beschreibt den Winkel zwischen einlaufender

und auslaufender Linker{DNA am Nukleosom. Er ist experimentell gut be-

kannt (siehe Abschnitt 1.2.1). Ein weiterer Winkel � beschreibt die Rotati-

on zwischen zwei aufeinanderfolgenden Nukleosomen. � konnte bisher nicht

experimentell beobachtet werden. Der dritte Parameter ist die L�ange der

Linker{DNA.
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Abbildung 1.12: Die Nukleosom{Linker{Nukleosom{Einheit: �: Win-

kel zwischen einlaufender und auslaufender DNA. �: Verdrehungswinkel

zwischen jeweils zwei aufeinanderfolgenden Nukleosomen. L: L�ange des

Linkers. (Aus [WGHW93])

Bei konstanten Werten von � und � erh�alt man regul�are Strukturen, die

von der Gr�o�e der Parameter abh�angen (Abbildung 1.13 links). Bei zuf�alliger

Variation des Parameters � erh�alt man Strukturen, die umso unregelm�a�iger

aussehen, je gr�o�er die Variation von � ist (Abbildung 1.13 rechts).

Besonders einfache und suggestive Strukturen erh�alt man bei � = 0 und

� = 2�
2n+1

; n = 1; 2; 3; : : : Der Fall n = 2 (entsprechend 5 durch die Nukleo-

somen gebildeten Str�ange) zeigt auch in etwa realistische Durchmesser und

Massenbelegungsdichten. Ein Visualisierung dieser Anordnung ist in Abbil-

dung 1.14 dargestellt.

In neueren Reviews [HZ95, HZ96, WH95] wird von verschiedenen Autoren

darauf hingewiesen, da� in �alteren Arbeiten h�au�g nur geordnete Bereiche

der Fiber in elektronenmikroskopischen Bildern analysiert wurden und un-

geordneten Bereiche als Pr�aparationsartefakte dargestellt wurden. Die oben

dargestellten Ergebnisse, die mit schonenderen Pr�aparationsverfahren gewon-

nen wurden, zeigen jedoch, da� wohl auch die ungeordneten Bereiche keine

Artefakte sind.

1.2.4 Weitere chromosomale Proteine

Im Chromatin k�onnen neben Histonen weitere Proteine vorliegen, die �Ande-

rungen von Struktureigenschaften bewirken k�onnen. Viele Proteine wie z.B.

transkriptionsregulierende Proteine scheinen nur kurzfristig an Chromatin zu
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Abbildung 1.13: Strukturen der Chromatin�ber nach dem Zick{Zack{

Modell von Woodcock et al. [WGHW93]. Linkes Bild: Strukturen bei

�=30Æ und jeweils konstantem �. Rechtes Bild: Strukturen mit �=60Æ

und h�i=46Æ. � schwankt um maximal 0Æ (a), 36Æ (b), 72Æ (c), und 108Æ

(d)

binden, nehmen Modi�kationen an Histonen oder DNA vor und l�osen sich

dann wieder vom Chromatin. Dauerhaft gebunden sind im wesentlichen nur

Proteine der sogenannte High Mobility Group (HMG). Die wichtigsten Ver-

treter sind HMG 1, 2, 14 und 17. HMG 1 und 2 haben eine Masse von 29 kDa,

HMG 14 und 17 von 10{12 kDa. Sie k�onnen bis zu 10% der Chromatin-

Masse ausmachen. Sie sind daf�ur bekannt, Transkriptionst�atigkeit regulieren

zu k�onnen. Es wird vermutet, da� HMG{Proteine die Chromatin{Struktur

ver�andern k�onnen. Funktion und Funktionsweise der HMG{Proteine sind

nicht de�nitiv gekl�art. Die HMG{Proteine sind nicht in allen Zellen pr�asent
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Abbildung 1.14: Zwei verschiedene Ansichten der Struktur der Chro-

matin�ber nach dem Zick{Zack{Modell mit �=37Æ, �=0Æ und einer

Linker{DNA L�ange von 35 bp. Der Abstand zwischen einlaufender und

auslaufender DNA an jedem Nukleosom ist 1,9 nm. (F�ur De�nition dieses

Abstands siehe Abbildung 3.4)

und sind damit im allgemeinen f�ur die Faltung der Chromatin�ber auch nicht

notwendig. Aus diesen Gr�unden wird der Ein
u� der HMG{Proteine im fol-

genden nicht ber�ucksichtigt.



Kapitel 2

Physikalische Grundlagen

In diesem Kapitel werden einige Grundlagen der Polymerphysik und der

Fl�ussigkristalle dargestellt, soweit sie zum Verst�andnis dieser Arbeit notwen-

dig sind. Weiterhin werden die Prinzipien der Monte Carlo{Methode und des

zur Simulation benutzten Metropolis{Algorithmus behandelt.

2.1 Grundlagen der Polymerphysik

Dieser Abschnitt stellt die wesentlichen Grundbegri�e der Polymerphysik

vor. Die Darstellung folgt im wesentlichen dem Lehrbuch von Doi und Ed-

wards [DE86]. Alternative Herangehensweisen �ndet man in den Lehrb�uchern

von de Gennes [Gen79] oder Grossberg und Khoklov [GK94].

2.1.1 Gau�sche Kette

Polymere bestehen aus langen Ketten von molekularen Einheiten. Das ein-

fachste Modell eines Polymers ist die ideale Zufallskette (freely jointed chain).

Sie besteht aus N starren Segmenten der L�ange b0, die in den Kopplungs-

punkte frei drehbar miteinander verbunden sind. Die Kette kann durch einen

Satz von N+1 Ortsvektoren f~Rng = (~R0 : : : ~RN) oder alternativ durch einen

Satz von N Verbindungsvektoren f~rng = (~r1 : : : ~rN) beschrieben werden. Da-

bei gilt

~rn = ~Rn � ~Rn�1 (2.1)

Die Verteilungsfunktion 	(f~rng) gibt die Wahrscheinlichkeit einer Kon-

�guration der Kette an, die durch den Satz der Verbindungsvektoren f~rng
beschrieben wird. Da alle Verbindungsvektoren ~rn voneinander unabh�angig

sind, kann 	(f~rng) als Produkt der Verteilungsfunktion  (~rn) der einzelnen



24 Physikalische Grundlagen

Segmente beschrieben werden:

	(f~rng) =
NY
n=1

 (~rn) (2.2)

Da jede Orientierung eines Segments gleich wahrscheinlich ist, entspricht die

Verteilungsfunktion  (~r) eines Segmentes der Verteilung eines zuf�alligen Vek-

tors der konstanten L�ange b0:

 (~r) =
1

4�b20
Æ(j~rj � b0) (2.3)

Diese Verteilung ist normiert:

Z
d~r (~r) = 1 (2.4)

Der End{zu{End{Abstand ~R der Kette ist wie folgt de�niert:

~R = ~RN � ~R0 =

NX
n=1

~rn (2.5)

Der Erwartungswert von ~rn bei Mittelung �uber alle Orientierungen ist 0:

h~rni = 0. Hieraus folgt h~Ri = 0. Der Erwartungswert des Quadrats des End{

zu{End{Abstands h~R2i hat einen von 0 verschiedenen Wert:

h~R2i =
NX

n;m=1

h~rn~rmi =
NX
n=1

h~rni2 + 2

NX
n>m

h~rn~rmi = Nb20 (2.6)

Hierbei eintfallen die gemischten Glieder h~rn~rmi = h~rnih~rmi = 0 f�ur n 6= m ,

da ~rn und ~rm unkorreliert sind. Analog gilt f�ur h~R2 ~R2i (siehe Anhang A)

D
~R2 ~R2

E
= b40

�
3

2
N2 � N

2

�
(2.7)

Bei einer Gau�schen Kette sind die Segmente nicht steif. Sie bestehen aus

elastischen Federn, die Streck{Elastizit�at besitzen. Die L�angenverteilung die-

ser Segmente gen�ugt einer Gau�{Verteilung. F�ur die End{zu{End{Abst�ande

ergeben sich die gleichen Ausdr�ucke wie f�ur die ideale Zufallskette.
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2.1.2 Kette mit Biegeelastizit�at

Um die Eigenschaften eines Polymers detaillierter zu beschreiben, wird das

Polymer als kontinuierliche Fiber beschrieben. Im folgenden wird eine Fiber

mit Biege{Elastizit�at und konstanter L�ange betrachtet. Sei ~R(s) die Position

eines Punktes auf der Fiber der L�ange L an dem Punkt mit der Konturl�ange

s. Dann ist

~u(s) =
@ ~R

@s
(2.8)

der normierte Tangentenvektor an die Kette. Die Biegeenergie ist quadratisch

in @~u=@s:

Ubend =
1

2
Eb

Z L

0

ds

�
@~u

@s

�2

(2.9)

Da die Fiber mit ihrer Umwelt in W�armekontakt steht, ist die Verteilungs-

funktion 	[~u] durch die Boltzmann{Verteilung gegeben:

	[~u] � exp

�
�Ubend

kBT

�
= exp

"
� 1

4�

Z L

0

ds

�
@~u

@s

�2
#

(2.10)

mit

� =
kBT

2Eb

(2.11)

Man nennt ~lb = (2�)�1 = Eb=(kBT ) die Persistenzl�ange. Dieses Modell wird

auch Porod{Kratky{Modell genannt. Aus Gleichung 2.10 kann man f�ur kleine

s ableiten [DE86], da�

h(~u(s0 + s)� ~u(s0))
2i = 4�s; (2.12)

woraus wiederum folgt, da�

h~u(s0 + s)~u(s0)i = exp (�2�s) = exp(�s=~lb): (2.13)

Die Korrelation zwischen den Orientierungen an zwei Punkten der Fiber

zerf�allt also exponentiell mit ihrem Abstand. Man betrachtet i.a. einen Ab-

schnitt mit der L�ange der Persistenzl�ange ~lb als steif.

Der End{zu{End{Abstand berechnet sich zu

h~R2i =

��
~R(L)� ~R(0)

�2�
=

Z L

0

ds

Z L

0

ds0h~u(s)~u(s0)i

= 2

Z L

0

ds

Z s

0

ds0 exp(�2�(s� s0))

=
L

�
� 1

2�2
[1� exp(�2�L)] : (2.14)
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F�ur L�� 1 bzw. L� ~lb ergibt sich

h~R2i = L=� = 2L~lb (2.15)

Dies ist das gleiche Ergebnisse wie f�ur eine Gau�sche Kette der L�ange L

und Gliederl�ange 2~lb. Eine lange Kette mit Biegeelastizit�at verh�alt sich also

wie eine Gau�sche Kette mit Gliederl�ange 2~lb. Man bezeichnet 2~lb auch als

Kuhn{L�ange.

2.1.3 Kette mit Torsionselastizit�at

Polymerketten k�onnen Deformationsenergie bei Verdrehung aufnehmen. Die

Gesamtverdrehung einer Kette ist die Summe der Verdrehungen der einzelnen

Glieder. Man beschreibt sie als Twist Tw :

Tw =
1

2�

Z L

0

'(s) ds (2.16)

Hierbei bezeichnet '(s) die Verdrehung pro Einheitsl�ange an der Stelle mit

der Bogenl�ange s. Unter Verwendung des Vektors ~a(s) senkrecht zur Fi-

berachse bzw. senkrecht zu ~u(s), kann Gleichung 2.16 wie folgt umgeformt

werden:

Tw =
1

2�

Z L

0

ds ~a0(s) [~u0(s)� ~a(s)] (2.17)

mit den Bezeichnungen ~u0 := d~u=ds und ~a0 := d~a=ds. Die Deformationsener-

gie der Fiber bei Torsion ergibt sich zu

Utors = (Et=L) 2� Tw (2.18)

mit Et als Torsionsmodul der Kette.

Mit diesem Ausdruck f�ur Utors k�onnen die gleichen Schritte durchgef�uhrt

werden, die zu den Gleichungen 2.10{2.13 des vorangehenden Abschnitt f�uh-

ren. Es ergibt sich

h�(s0 + s)�(s0)i = exp(�s=~lt) (2.19)

mit der Persistenzl�ange

~lt =
Et

kBT
. (2.20)

2.2 Fl�ussigkristalle

Nukleosomen k�onnen bei gen�ugend hoher Konzentration in L�osung Fl�ussig-

kristalle bilden [LL97]. Aus den Eigenschaften dieser Fl�ussigkristalle k�onnen
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Eigenschaften der Wechselwirkungen zwischen Nukleosomen abgesch�atzt wer-

den. Deswegen wird in diesem Abschnitt eine kurze Einf�uhrung in die Phy-

sik der Fl�ussigkristalle gegeben. F�ur eine detailliertere Darstellung emp�ehlt

sich der einf�uhrende Lehrbuchartikel von Heppke und Bahr [HB92] oder das

Lehrbuch von de Gennes und Prost [GP93].

In einem Kristall sind die Bestandteile (Molek�ule oder Molek�ulgruppen)

regul�ar angeordnet und besitzen eine Fernordnung. In einer Fl�ussigkeit besit-

zen die Bestandteile lediglich eine Nahordnung. Zwischen diesen zwei Phasen

existieren Zwischenzust�ande, die Fl�ussigkristalle oder Mesophasen1 genannt

werden. Sie besitzen wie Fl�ussigkeiten einen gro�en Grad an Fluidit�at, d.h.

sie nehmen in k�urzester Zeit die Form des sie beinhaltenden Gef�a�es an.

Andererseit sind viele ihrer physikalischen Eigenschaften richtungsabh�angig.

Beispielsweise kann wie bei Kristallen optische Anisotropie wie z.B. Dop-

pelbrechung auftreten. Je nach Art der Anisotropie unterscheidet man im

wesentlichen zwischen den folgenden Phasen:

nematisch Die nematische Phase unterscheidet sich von der isotropen Pha-

se durch eine bevorzugte Parallelorientierung der Molek�ulachsen. Die

Molek�ulschwerpunkte weisen wie in der isotropen Phase keine Positi-

onsfernordnung auf.

smektisch In smektischen Phasen tritt zus�atzlich ein Positionsfernordnung

der Molek�ulschwerpunkte auf. Es entsteht eine Schichtstruktur. Man

kann die Schichten als zweidimensionale Fl�ussigkeiten ansehen, die sich

in einem wohlde�nierten Abstand zueinander be�nden.

columnar Columnare Phase besitzen eine Positionsfernordnung der Mo-

lek�ule in zwei Dimensionen. Die Molek�ule sind in einer S�aulenstruktur

angeordnet. Man kann das System als zweidimensionale Anordnung

von Fl�ussigkeitsr�ohren betrachten.

Smektische Fl�ussigkristalle bestehen meist aus gestreckten Objekten, w�ah-

rend columnare Phasen meist aus scheibenf�ormigen Teilchen bestehen. Der

h�au�g benutzte Begri� diskotisch f�ur columnare Phasen bezieht sich auf die

Form der Bestandteile. In hexagonal columnaren Phasen sind die S�aulen he-

xagonal angeordnet (Abbildung 2.1). Man bezeichnet diese Phase auch mit

Dh. Weiterhin existieren rektangulare Phasen, bei denen die zweidimensio-

nale Einheitszelle der S�aulen rechteckig ist. Man bezeichnet sie mit Dr.

1griechisch ��"�o& | in der Mitte gelegen
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s

a

Abbildung 2.1: Skizze einer diskotisch columnar hexagonalen Fl�ussig-

kristallphase. a bezeichnet den mittleren Abstand der benachbarten

Fl�ussigkeitsr�ohren, s den mittleren Abstand zwischen Teilchen einer

Fl�ussigkeitsr�ohre.

2.3 Monte Carlo{Verfahren

Zur Berechnung der Eigenschaften von Chromatin�bern wurde ein Monte

Carlo{Verfahren eingesetzt2. Mit Hilfe von Monte Carlo{Rechnungen las-

sen sich Erwartungswerte eines physikalischen Systems im thermodynami-

schen Gleichgewicht bestimmen. Man unterscheidet zwischen statischen und

dynamischen Monte Carlo{Algorithmen [Sok96a]. Statische Methoden ge-

nerieren statistisch unabh�angige Kon�gurationen. Manche Algorithmen zur

Erzeugung einer Gesamtheit von selbstvermeidenden Zufallswegen geh�oren

zu dieser Klasse. Bei dynamischen Methoden sind aufeinanderfolgende Kon-

�gurationen nicht statistisch unabh�angig. Ausgehend von einer beliebigen

2In der Theoretischen Informatik werden Algorithmen, die auf Zuf�alligkeit basieren

(
"
Randomisierte Algorithmen\) und deren Ergebnis nicht notwendigerweise exakt, son-

dern mit hoher Wahrscheinlichkeit nahe dem exakten Ergebnis liegt, als Monte Carlo-

Algorithmen bezeichnet ([MR95]). In der Theoretischen Physik hingegen ist es �ublich, als

Monte Carlo-Algorithmus nur die Berechnung repr�asentativer Stichproben eines Ensem-

bles von physikalischen Zust�anden zu bezeichnen, was aber auch im Sinne der Informatik

ein Monte Carlo-Algorithmus ist.
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Startkon�guration werden durch einen stochastischen Proze� neue Zust�ande

generiert. Der Metropolis{Algorithmus stellt eine solche dynamische Metho-

de dar.

Im folgenden wird zun�achst die Mastergleichung dargestellt. Darauf auf-

bauend wird der in dieser Arbeit verwendete Metropolis{Algorithmus be-

gr�undet. Weiterf�uhrende Diskussionen �nden sich in der Literatur [AT87,

AT93, BH88].

2.3.1 Mastergleichung

Die Zeitentwicklung eines Systems in den Zust�anden r mit den Wahrschein-

lichkeiten Pr l�a�t sich durch die Mastergleichung beschreiben (siehe z.B.

[RF94, Rei65]):
dPr

dt
=
X
s

PsWsr �
X
s

PrWrs (2.21)

Wrs ist dabei die �Ubergangswahrscheinlichkeit von Zustand r nach Zustand

s pro Zeiteinheit.

Das System ist im Gleichgewicht, wenn dPr=dt = 0. Diese Bedingung ist

erf�ullt, wenn die Bedingung des detaillierten Gleichgewichts erf�ullt ist:

Ps;glWsr = Pr;glWrs (2.22)

Weiterhin soll das System im thermischen Gleichgewicht sein. Dann gilt Pr �
e��Er . Daraus folgt

Wsr = e�(Es�Er)Wrs: (2.23)

2.3.2 Simple Sampling

F�ur ein System, das durch eine Hamiltonfunktion (bzw. den Hamiltonope-

rator) H(x) im Phasenraum x beschrieben werden kann, errechnet sich der

Erwartungswert einer Observable A wie folgt:

hAi =
1

Z

Z
e
�
H(x)
k
B
T A(x)dx =

Z
p(x)A(x)dx (2.24)

Z =

Z
e
�
H(x)
k
B
T dx (2.25)

Der normalisierte Boltzmann{Faktor

p(x) =
1

Z
e
�
H(x)
k
B
T (2.26)
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gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit welcher der Zustand x im thermodyna-

mischen Gleichgewicht vorkommen kann.

Beim Simple Sampling werden N Kon�gurationen x1;x2; : : : ;xN zuf�allig

aus dem Phasenraum x ausgew�ahlt. Die Erwartungswerte werden durch eine

approximierte Form von Gleichung (2.24) berechnet:

hAi � 1

G

NX
i=1

e��H(xi)A(xi) (2.27)

G =

NX
i=1

e��H(xi) (2.28)

Der gro�e Nachteil dieser Methode liegt darin, da� alle Zust�ande mit gleicher

Wahrscheinlichkeit ausgew�ahlt werden, also auch solche, die aufgrund ihrer

Gewichtung mit p(x) nur einen geringen Ein
u� auf hAi haben.

2.3.3 Importance Sampling |Metropolis Algorithmus

Generiert man Zust�ande x durch einen Monte Carlo{Algorithmus, so da� sie

mit der normierten Wahrscheinlichkeitsdichte P (x) erzeugt werden, so mu�

(2.27) durch

hAi � 1

N

NX
i=1

p(xi)

P (x
i
)
A(xi) (2.29)

ersetzt werden. Bei einer Wahl von P (x) / e
�
H(x)
k
B
T entsprechen die Erwar-

tungswerte der Observablen den arithmetischen Mittelwerten und (2.29) l�a�t

sich zu

hAi � 1

N

NX
i=1

A(xi) (2.30)

vereinfachen. Ein solcher Monte Carlo{Algorithmus wird Importance Samp-

ling genannt, da die Zust�ande gem�a� ihrer Wahrscheinlichkeit erzeugt wer-

den.

Die Idee von Metropolis et al. [MRR+53] besteht darin, den Zustand

xi+1 aus dem Zustand xi mit der �Ubergangswahrscheinlichkeit W
xi!xi+1

zu

konstruieren. Ausgehend von einem Ausgangszustand werden gem�a� dieser

Iterationsregel neue Zust�ande erzeugt. Dies kann als eine k�unstliche, in der

Zeit diskrete Dynamik gem�a� Abschnitt 2.3.1 angesehen werden. Wie dort

gezeigt wurde, gehorchen die erzeugten Zust�ande einer Verteilung bei der
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Temperatur T , wenn das detaillierte Gleichgewicht (Gleichung 2.22) erf�ullt

ist und gilt
Ws!s0

Ws0!s

= e���H (2.31)

Man w�ahlt

Ws!s0 = 1 f�ur �H � 0

Ws!s0 = e���H f�ur �H > 0 (2.32)

Der Metropolis{Algorithmus l�a�t sich wie folgt formulieren:

1. Ein beliebiger Startzustand x0 wird ausgew�ahlt.

2. Nach dem Zufallsprinzip wird ein neuer Zustand ausgew�ahlt (Monte

Carlo{Schritt).

3. Ist die Energiedi�erenz �H zwischen dem alten und dem neuen Zu-

stand gr�o�er 0, so wird der neue Zustand mit der Wahrscheinlichkeit

e
�

�H
k
B
T akzeptiert. Dazu wird eine Zufallszahl � aus dem Intervall [0; 1]

generiert und mit e
�

�H
k
B
T verglichen. Im Falle von � < e

�
�H
k
B
T wird der

neue Zustand angenommen, ansonsten der alte Zustand wiederherge-

stellt. Wenn �H < 0 ist, wird der neue Zustand immer angenommen.

Das bedeutet, da� ein neu generierter Zustand mit der Wahrscheinlich-

keit min(1; e
�

�H
k
B
T ) akzeptiert wird.

4. Die Schritte 2{3 werden so lange wiederholt, bis eine ausreichende

Anzahl von Zust�anden vorliegt. Anschlie�end k�onnen nach Gleichung

(2.30) die Erwartungswerte berechnet werden.

Bei der Wahl der Monte Carlo{Schritte ist darauf zu achten, da� alle

Kon�gurationen mit gleicher Wahrscheinlichkeit erzeugt werden, da sonst

eine weiterer Faktor zur �Ubergangswahrscheinlichkeit Ws!s0 hinzukommen

w�urde. Dies ist gleichbedeutend mit der Bedingung, da� die Wahrschein-

lichkeit, da� aus dem Zustand s der Zustand s0 erzeugt wird, genauso gro�

ist, wie die Wahrscheinlichkeit f�ur den umgekehrten Vorgang. Weiterhin ist

darauf zu achten, da� der Algorithmus ergodisch ist. Dies bedeutet, da� die

Wahrscheinlichkeit, einen beliebigen Zustand von einem anderen beliebigen

Zustand in endlich vielen Schritten zu erreichen, ungleich Null ist.
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Kapitel 3

Modell f�ur DNA und

Chromatin

In diesem Kapitel wird ein Computer{Modell der Chromatin�ber vorgestellt,

mit dem es m�oglich ist, Eigenschaften der Fiber quantitativ zu reproduzieren

und vorherzusagen. Die Berechnung der Chromatin�ber ist mit herk�ommli-

chen Methoden unm�oglich, da die Fiber eine viel gr�o�ere Anzahl von Atomen

besitzt als Molek�ule, deren Eigenschaften �ublicherweise berechnet werden1.

Ausgehend von Modellen f�ur DNA [CL94, CL96, Chi96, KFKL95, KML98]

und Polynukleosomen [Ehr96, EMCL97] wurde deswegen ein Modell ent-

wickelt, das auf die Beschreibung der atomaren Details verzichtet. DNA

und Chromatosomen werden durch Einheiten approximiert, die aus vielen

Atomen bestehen. Die Wechselwirkungen zwischen DNA und Nukleosomen

werden durch e�ektive Potentiale beschrieben, unter die die interatomaren

Potentiale subsumiert werden. Mit einem Monte Carlo{Verfahren werden En-

sembles dieses Modells bei einer bestimmten Temperatur berechnet.

1Ein einzelnes Nukleosom besteht aus etwa 20000 Atomen; eine Polynukleosom mit 50

Nukleosomen besitzt also etwa 1 Million Atome. Das umgebende Wasser hat einen gro�en

Ein
u� auf die Struktur der Fiber. Um diesen im Modell angemessen zu ber�ucksichtigen,

w�are es notwendig, mindestens die gleiche Anzahl von Wassermolek�ulen zu dem zu berech-

nenden System hinzuzunehmen. Die Berechnungen von Systemen mit 2 Millionen Atomen

sind mit heutigen Mitteln nicht m�oglich. Die Grenze liegt f�ur Berechnungen mit Methoden

der Molekulardynamik bei ca. 20000 Atomen.
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3.1 Diskretisierung

3.1.1 Diskretisierung der DNA

Die DNA{Doppelhelix wird durch Segmente beschrieben. Die Segmentl�ange

wird deutlich k�urzer als die Persistenzl�ange der DNA bez�uglich der Biegung

gew�ahlt, um ein einzelnes Segment vereinfacht als gerade beschreiben zu

k�onnen.

u

f

v

bi
i-1 i+1

i+2

i

i
i

i

Abbildung 3.1: Zur Diskretisierung der DNA

Die geometrische Lage eines DNA{Segments wird durch einen Ortsvektor

und ein lokales Koordinatensystem (~fi, ~ui, ~vi); ~vi = ~fi�~ui de�niert, welches
die Orientierung des Segments im Raum beschreibt (Abbildung 3.1). Der

Segmentvektor ~ui ist der normierte Verbindungsvektor zwischen ~ri und ~ri+1.

Man bezeichnet den Abstand bi := j~ri+1� ~rij als Segmentl�ange. ~fi bezeich-
net einen normierten Vektor, der senkrecht auf ~ui steht. Die Winkel �i, �i
und 
i sind die Eulerwinkel der Transformation des Koordinatensystems am

Segment i in das Koordinatensystem am Segment i+1. �i gibt also den Bie-

gewinkel zwischen den zwei Segmenten an, die Summe von �i und 
i den

Torsionswinkel. Falls zwischen zwei Segmenten eine Biegung vorhanden ist,

gibt der normierte Vektor ~Bi den Wert von ~ui+1 im elastischen Gleichge-

wichts bez�uglich dem an das Segment i angehefteten Koordinatensystems an

(Abbildung 3.2). Man de�niert ~Bi �uber die Winkel #i und 'i:

~Bi = ~fi sin#i cos'i + ~vi sin#i sin'i + ~ui cos#i (3.1)

Im Falle keiner Verbiegung ist #i = 0 und 'i = 0 und daher ~Bi = ~ui.
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Abbildung 3.2: Zur De�nition des Biegungsvektors ~Bi

Nukleosom

DNA

v

u

f

Abbildung 3.3: Zur Diskretisierung des Nukleosoms. Der Richtungs-

vektor ~f des Nukleosoms steht senkrecht zur Zeichenebene.

3.1.2 Diskretisierung der Nukleosomen

Die Lage eines Nukleosoms2 wird durch einen Vektor beschrieben, der die Po-

sition des Schwerpunktes angibt. Wie im Fall der DNA wird die Ausrichtung

durch ein lokales Koordinatensystem beschrieben. ~ui zeigt in Richtung des

geometrischen Mittelpunkts der Ankopplungspunkte der DNA{Segmente, ~vi
ist parallel zur Achse des Nukleosoms (Abbildung 3.3).

F�ur die Kopplung der DNA und dem Nukleosom wurden zwei verschie-

dene Modelle benutzt (Abbildung 3.4):

2Genaugenommen handelt es sich hier um das Chromatosom.



36 Modell f�ur DNA und Chromatin

Modell 1 Kopplung an zwei distinkten Punkten des Nukleosoms im Ab-

stand der einlaufenden und auslaufenden DNA

Modell 2 Kopplung an zwei distinkten Punkten im Abstand der einlaufen-

den und auslaufenden DNA in de�niertem Abstand vom Nukleosom

(am Nukleosomenstamm)

Modell 1

Modell 2

Draufsicht Seitenansicht

Nukleosom DNA Nukleosomenstamm

Abbildung 3.4:Modelle der Kopplung von DNA und Nukleosom. Kopp-

lung an 1) distinkten Punkten des Nukleosoms, 2) distinkten Punkten

au�erhalb des Nukleosoms (am Nukleosomenstamm).

Die Grundeinheiten DNA und Nukleosomen werden miteinander zu einer

Zick{Zack{f�ormigen Kette verbunden (Abbildung 3.5).

3.2 Wechselwirkungen

DNA besitzt Biege{, Torsions{ und Streckelastizit�at. Aufgrund der Phos-

phatgruppen ist die DNA elektrostatisch geladen. Die elektrostatische Wech-

selwirkung wird durch Ionen im L�osungsmittel Wasser abgeschirmt. Die Nu-

kleosomen sind elastisch an die Linker DNA angekoppelt. Die Nukleosomen

k�onnen sich nicht durchdringen und k�onnen sich aufgrund ihrer elektrostati-

schen Ladung anziehen. In diesem Abschnitt werden die Potentiale beschrie-

ben, die diese Eigenschaften der DNA{Segmente und der Nukleosomen be-

schreiben.
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Modell 2

Modell 1

Abbildung 3.5: Skizze der geometrischen Struktur des Modells der

Chromatin�ber. Die verschiedenen Arten der Kopplung von Nukleoso-

men und DNA sind wie in Abbildung 3.4 bezeichnet. Die Segmente sind

fett eingezeichnet. Die Punkte zeigen die Segmentgrenzen an. Die Recht-

ecke symbolisieren die Nukleosomen, die gestrichelten Linien zeigen zum

Schwerpunkt der Nukleosomen.

3.2.1 Elastische Energien

Gekoppelte Segmente, DNA und Nukleosomen, bewirken elastische Kr�afte

bei Streckung, Biegung und Torsion. Die Kr�afte werden durch die harmo-

nischen Potentiale Us, Ub und Ut beschrieben. Ihre St�arke h�angt von der

L�ange der Segmente und von dem entsprechenden Parameter der Wech-

selwirkungsst�arke �
(X)

Y , ab. X steht f�ur den Typ der Wechselwirkung, s {

Streckung, b { Biegung, t { Torsion, und Y f�ur den Typ der beteiligten Seg-

mente, DNA falls es sich um DNA{Segmente handelt, Nuc falls eines der

Segmente ein Nukleosom ist.

Die Gr�o�en �i, �i, 
i, bi und Bi sind wie in Abschnitt 3.1 de�niert.

Potential der Streckmomente:

U (s)(bi) =
�
(s)
Y

b0i
(bi � b0i )

2 (3.2)

b0i bezeichnet den Gleichgewichtswert von bi.
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Potential der Biegemomente eines Segmentes ohne intrinsische Kr�ummung:

U (b)(�i) =
�
(b)
Y

b0i
�2
i (3.3)

Potential der Biegemomente eines Segmentes mit intrinsischer Kr�ummung:

U (b)(�i) =
�
(b)
Y

b0i
�2i (3.4)

mit cos(�i) = ~Bi~ui+1

Potential der Torsionsmomente:

U (t)(�i+ 
i) =
�
(t)
Y

b0i
(�i + 
i � �i)

2 (3.5)

�i gibt die intrinsische Torsion zwischen benachbarten Segmenten an.

3.2.2 Elektrostatisches Energie der DNA

DNA ist aufgrund von Phosphatgruppen negativ geladen (Kapitel 1.1). Die

Coulomb{Kraft wird durch Ionen, die im umgebenden Wasser gel�ost sind,

abgeschirmt. Die Wechselwirkung wird durch die Poisson{Boltzmann{Glei-

chung beschrieben. Eine analytische L�osung dieser Gleichung ist nur in spe-

ziellen F�allen m�oglich, die hier aber nicht anwendbar sind. Eine numerische

L�osung ist aufgrund der Komplexit�at bisher nicht m�oglich [Hol93]. In �alteren

Arbeiten �uber die Simulation von superhelikaler DNA wird deswegen n�ahe-

rungsweise ein stark vereinfachtes zylinderf�ormiges Potential vom Lennard{

Jones{Typ benutzt, bei dem der Durchmesser des Zylinders in Abh�angig-

keit von der Salzkonzentration des L�osungsmittels gew�ahlt wird [VC95]. Ein

neuere, ausf�uhrliche Untersuchung zeigte hingegen die Notwendigkeit, die

elektrostatische Wechselwirkung detaillierter zu beschreiben [DGS97].

In der vorliegenden Arbeit wird die elektrostatische Energie gem�a� dem

Vorschlag von Konstantin Klenin berechnet [KML98]. Die G�ultigkeit dieser

N�aherung wurde bereits in einer Vielzahl von Simulationen von DNA nach-

gewiesen [WMSL98, KML98, MRKL98, HSM+97, HBK+98]. Die DNA wird

durch Linienladungen beschrieben. Statt der Poisson{Boltzmann{Gleichung

wird die Debye{H�uckel{N�aherung benutzt. Die Wechselwirkungsenergie wird

numerisch berechnet.

Zun�achst werden geeignete Parameter eingef�uhrt, die die relative Posi-

tion der Linienladungen beschreiben. Die Mittelpunktsvektoren ~r �i , ~r
�

j der

Segmente i und j werden wie folgt de�niert:

~r �i = ~ri +
1

2
bi~ui: (3.6)
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Die relative Orientierung der zwei Segmente l�a�t sich durch die vier Parame-

ter %ij, 
ij, 
ji, �ij beschreiben:

%ij = j~%ijj ; ~%ij =
1

b0
(~r �j � ~r �i ) (3.7)


ij =
~ui~%ij

j~%ijj
(3.8)


ji = �~uj~%ijj~%ijj
(3.9)

�ij =
[~ui � ~%ij][~uj � ~%ji]

j[~ui � ~%ij]jj[~uj � ~%ji]j
(3.10)

%ij ist ein Ma� f�ur den Abstand der Segmente, 
ij und 
ji parametrisieren

den Winkel zwischen den Segmenten und dem Abstandsvektor, �ij ist ein

Parameter f�ur den Winkel zwischen den Segmenten.

Die elektrostatische Potential einer Ladung q im Abstand r ist gem�a� der

Debye{H�uckel{N�aherung [Jac83]

�(r) =
q

4�""0
� e

��r

r
: (3.11)

"0 bezeichnet die elektrische Feldkonstante und " die Dielektrizit�atskonstante

des L�osungsmittels. � ist die inverse Debye{L�ange. F�ur einwertige Ionen wie

Na+ gilt:

�2 =
2e0�NA

"0"kBT
(3.12)

Hierbei ist e0 die Elementarladung, � die Molarit�at der Ionenst�arke des

L�osungsmittels,NA die Avogadro{Zahl. Typische Werte f�ur die Debye{L�ange

1=� sind in Tabelle 3.1 angegeben.

Zur Berechnung der Wechselwirkungsenergie von zwei Linienladungen der

L�ange bi und bj wird Gleichung 3.11 integriert:

U
(e)
ij (
ji; 
ij; �ij; %ij) = �(e)kbT

Z bi

0

d�i

Z bj

0

d�j
e��j~rijj

j~rijj
mit ~rij = ~rij(�i; �j; 
ji; 
ij; �ij; %ij) (3.13)

Die zwei Linien werden durch die Parameter �i und �j parametrisiert. Der

Abstandsvektor ~rij zweier Punkte mit den Parametern �i und �j auf den Li-

nien, deren relative Orientierung durch die Gr�o�en %ij; 
ij; 
ij und �ij gegeben
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Molarit�at [mol/l] Debye{L�ange [nm]

0,01 3,04

0,07 1,15

0,10 0,96

0,70 0,36

1,00 0,30

Tabelle 3.1: Debye L�angen von Wasser ("=80) bei verschiedenen Kon-

zentrationen von einwertigen Ionen

ist, berechnet sich wie folgt:

~rij(�i; �j; 
ji; 
ij; �ij; %ij) =0
@ 0

0

b0%ij

1
A� �i

0
B@

q
1� 
2ij�ijq

1� 
2ij

q
1� �2ij


ij

1
CA+ �j

0
@
q
1� 
2ji
0

�
ji

1
A : (3.14)

Unter Benutzung dieses Zusammenhangs l�a�t sich Gleichung 3.13 numerisch

integrieren.

In den Parameter �(e) gehen die e�ektive lineare Ladungsdichte �� und

die Dielektrizit�atskonstante " der L�osung wie folgt ein:

�(e) =
��2

4�""0
(3.15)

Die lineare Ladungsdichte der DNA l�a�t sich angeben als � = �2e=� mit

�=0,34 nm Gangh�ohe pro Basenpaar (Kapitel 1.1.2). Sie wird renormiert,

um den E�ekt von an der DNA immobilisierten Gegenionen zu ber�ucksich-

tigen und Fehler durch Benutzung der Debye{H�uckel{N�aherung anstatt der

Poisson{Boltzmann{Gleichung zu korrigieren [Sti77]. Die Stern{Schicht von

immobilisierten Gegenionen reduziert die lineare Ladungsdichte um einen

Faktor 0,73 bei NaCl{Konzentrationen zwischen 1 und 500 mM [SS77]. Die

reduzierte Ladungsdichte ist damit �y=0,73 �. Die Debye{H�uckel{N�aherung

stellt eine Linearisierung der Poisson{Boltzmann{Gleichung dar und ist nur

f�ur kleine Potentiale �� kBT=e g�ultig. Die e�ektive Ladungsdichte �
� wur-

de so gew�ahlt, da� die bekannte L�osung der Debye{H�uckel{Gleichung einer

Linienladung mit Ladungsdichte �� mit der L�osung der Poisson{Boltzmann{

Gleichung f�ur einen Zylinder des DNA{Radius und der reduzierten Ladungs-

dichte �y in den Regionen mit �� kBT=e �ubereinstimmt.
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Um die so gen�aherte Wechselwirkungsenergie in Simulationenrechnungen

zu verwenden, m�u�te in jedem Schritt der Simulation f�ur alle auftretenden

Paare von DNA{Segmenten Integral 3.13 numerisch ausgewertet werden. Die-

se numerische Auswertung w�are sehr zeitaufwendig. Aus diesem Grund wird

eine gro�e Anzahl von m�oglichen relativen Orientierungen vorausberechnet

und in einer Tabelle gespeichert. Bei der Durchf�uhrung von Simulations-

rechnungen werden dann die Tabellenwerte benutzt, um daraus interpolierte

Werte zu erhalten.

Seien die tabellierten Werte mit E(%a; 
b; 
c; �d) bezeichnet. %a sei aus

dem Intervall [%min; %max]. 

b, 
c, �d sind aus dem Intervall [�1;�1]. Es sei

a = 1 : : : N%, b = 1 : : :N
 , c = 1 : : : N
, d = 1 : : : N�.

Man w�ahlt %max so, da� die entsprechende elektrostatische Energie bei

diesem Abstand einen so gro�en Wert annimmt (%max > 10kBT), da� eine

Kon�guration mit diesem Abstand in der Simulation unwahrscheinlich ist.

%min wird so gew�ahlt, da� f�ur Entfernungen > %min die Energie im Vergleich

zu den anderen im System auftretenden Energien vernachl�assigt werden kann

(< 0:01kBT ). Die Anzahl der tabellierten Werte N% wird so gew�ahlt, da�

(%max � %min)=(N% � 1) kleiner ist als die Debye{L�ange. N
 und N� werden

so gew�ahlt, da� bei Schritten von b, c oder d um 1 die Versetzung der Enden

der Segmente kleiner ist als die Debye{L�ange.

Zur Berechnung der elektrostatischen Energie eines Segment{Paares wer-

den Werte f�ur a, b, c, und d so berechnet, so da� %a < %ij < %a+1, 
b < 
ij <


b+1, 
c < 
ji < 
c+1, �d < �ij < �d+1. Zwischen den entsprechenden Werten

von E wird linear interpoliert.

Die so berechnete Energie ist an den St�utzstellen der Tabellierung nicht

di�erenzierbar. Dies stellt bei Monte Carlo{Rechnungen kein Problem dar, da

f�ur die Durchf�uhrung des Algorithmus eine Berechnung der Kraft und damit

eine Berechnung von Ableitungen des Potentials nicht notwendig ist. Wenn

man die Dynamik des Systems z.B. mit Brownscher Dynamik{Protokollen

berechnen wollte, m�ussten Kr�afte zwischen den Segmenten bestimmt werden.

In diesem Fall m�u�te man zur Interpolation beispielsweise Splines benutzen.

3.2.3 Internukleosomale Kr�afte

Die Berechnung der Wechselwirkung zwischen Nukleosomen ist im Vergleich

zu DNA deutlich komplexer, da Nukleosomen positive und negative Ladun-

gen tragen. Weiterhin be�ndet sich ein betr�achtlicher Teil der positiven La-

dungen auf den 
exiblen N-terminalen Histon{Schw�anzen. Deren Lage l�a�t

sich in R�ontgenstreuexperimenten nicht bestimmen, da sie anscheinend keine

feste Position besitzen [LMR+97].
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Zur Modellierung wird ein Potential gew�ahlt, das die attraktiven und re-

pulsiven Wechselwirkungen global beschreibt. Die Parameter eines solchen

Potentials sind Wechselwirkungsst�arke und Geometrie der wechselwirken-

den Teilchen. Das Nukleosom ist n�aherungsweise ein 
acher Zylinder, dessen

Durchmesser doppelt so gro� ist wie seine Dicke. Die Beschreibung durch ein

kugelf�ormiges Potential w�urde nicht diese Asymmetrie wiederspiegeln. Des-

wegen wird in der vorliegenden Arbeit das Gay{Berne{Potential benutzt, das

die wechselwirkenden Teilchen durch Ellipsoide beschreibt [GB81].

Das Gay{Berne{Potential beruht auf dem Lennard{Jones{Potential zwei-

er Teilchen im Abstand r (siehe z.B. [AT87])

V = 4�

���
r

�12
�
��
r

�6�
: (3.16)

Die Potentialtiefe � und der Abstand des Nulldurchgangs des Potentials

� werden modi�ziert, damit das urspr�unglich kugelsymmetrische Potential

asymmetrisch wird [Cor48]. Berne und Pechukas benutzen die �Uberlappung

zweier Rotations{Ellipsoide um Ausdr�ucke f�ur � und � zu erhalten [BP72].

Die Anisotropie wird im wesentlichen durch eine Skalierung von � je nach

relativer Ausrichtung der Teilchen zueinander erreicht. Die Anwendbarkeit

dieser Ausdr�ucke in Computer{Simulationen von anisotropen Fl�ussigkeiten

wurde in der Folgezeit von Kushick und Berne nachgewiesen [KB73, KB75].

Das Gay{Berne{Potential beinhaltet weitere Modi�kationen [GB81]:

V = 4�

"�
1

r � � + 1

�12

�
�

1

r � � + 1

�6
#

(3.17)

Das Potential wird verschoben statt skaliert. Dadurch ist die Potential{Breite

unabh�angig von der Orientierung der Wechselwirkungspartner. Weiterhin

werden zus�atzliche Parameter eingef�uhrt, um unterschiedliche Potentialtiefen

f�ur laterale und longitudinale Orientierungen zu erm�oglichen. Mit geringf�ugi-

gen Modi�kationen von Kabadi besitzt das Gay{Berne{Potential die folgende

Form [Kab86a, Kab86b]:

V (û1; û2; r̂) = 4�(û1; û2; r̂)

 �
�0

r � �(û1; û2; r̂) + �0

�12

�

�
�0

r � �(û1; û2; r̂) + �0

�6
!

(3.18)

r ist der Abstand der Mittelpunkte der Teilchen und r̂ dessen normierte Rich-

tung. û1 und û2 sind normierte Vektoren, die in die Richtung der Rotations-

symmetrieachse der Teilchen zeigen. �0 gibt den Abstand des Nulldurchgangs
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bei lateraler Orientierung an. � berechnet sich allgemein wie folgt:

�(û1; û2; r̂) = �0

 
1� 1

2
�

(
(r̂û1 + r̂û2)

2

1 + � (û1û2)

)
+

(
(r̂û1 � r̂û2)

2

1� � (û1û2)

)!�1=2

(3.19)

Der Parameter der Anisotropie � ist durch die Wert von � bei paralleler und

senkrechter Orientierung der Teilchen zueinander de�niert:

� =
�
�2
k
� �2

?

�
=
�
�2
k
+ �2

?

�
(3.20)

Alternativ kann die Anisotropie auch durch den Faktor � = �k=�? beschrie-

ben werden. Man erh�alt damit

� =
�2 � 1

�s + 1
(3.21)

Die Potentialtiefe � berechnet sich wie folgt:

�(û1; û2; r̂) = ��(û1; û2)�
0�(û1; û2; r̂) (3.22)

�(û1; û2) = �0
�
1� �2 (û1û2)

2
��1=2

(3.23)

�0(û1; û2; r̂) = 1� 1

2
�0

"
(r̂û1 + r̂û2)

2

1 + �0 (û1û2)
+

(r̂û1 � r̂û2)
2

1� �0 (û1û2)

#
(3.24)

Man w�ahlt �ublicherweise � = 1 und � = 2 [GB81]. Andere M�oglichkeiten

der Wahl von � und � wurden von Luckhurst und Simmonds im Fall von

prolaten Ellipsoiden diskutiert [LS93]. �0 ist ein zus�atzlicher Anisotropie{

Faktor, mit dem sich die Potentialtiefe f�ur laterale (s |
"
side{to{side\) und

longitudinale (e |
"
end{to{end\) Orientierungen regulieren l�a�t.

�0 =
�
�1=�s � �1=�e

�
=
�
�1=�s + �1=�e

�
(3.25)

3.3 Monte Carlo{Schritte

In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit gew�ahlten Monte Carlo{

Schritte beschrieben. Bei dem Metropolis{Algorithmus handelt es sich um

ein dynamisches Verfahren, d.h. die erzeugten Kon�gurationen sind mitein-

ander korreliert (Kapitel 2.3). Um m�oglich viele Kon�gurationen in kurzer

Zeit erzeugen zu k�onnen, m�ussen die Schritte so gew�ahlt werden, da� die

Korrelationen zwischen den einzelnen Schritten m�oglichst gering sind. Dies

wird dadurch erreicht, da� nicht nur ein Schrittyp gew�ahlt wird, sondern
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zwei [Sok96a]. Es wurden Schritte gew�ahlt, die sich in anderen Projekten als

eÆzient erwiesen haben, der Pivot{Schritt und der Rotations{Schritt.

Bei einem Pivotschritt wird ein Segment der Kette zuf�allig ausgew�ahlt.

Es erfolgt eine Drehung um eine zuf�allige Achse durch den Endpunkt die-

se Segments f�ur alle in der Kette nachfolgenden Elemente (Abbildung 3.6).

Der Drehwinkel wird zuf�allig aus dem Intervall [�Æ; Æ] ausgew�ahlt. Die Ef-
fektivit�at dieses Schritts wurde zuerst f�ur Gittermodelle gezeigt [MS88] und

sp�ater auf kontinuierliche Systeme verallgemeinert [FH76]. Es wurde gezeigt,

da� eine Wahl von Æ g�unstig ist, mit der eine Akzeptanzrate von ungef�ahr

30% erreicht wird.

Abbildung 3.6: Skizze eines Pivot{Schritts

Bei einem Rotationsschritt wird ein zuf�allig ausgew�ahltes Element der

Kette um die Verbindung zwischen dem vorherigem und dem nachfolgendem

Element gedreht (Abbildung 3.7). Der Drehwinkel wird zuf�allig aus dem In-

tervall [��; �] ausgew�ahlt. Handelt es sich um das erste bzw. letzte Element

der Kette, so wird der neue Zustand durch ein zuf�allige Drehung des ersten

bzw. letzten Segments um eine zuf�allige Achse gebildet [AT93, Kapitel 1].

Dieser Schritt basiert auf der Verdier{Stockmayer Methode f�ur Gitterpoly-

mere [VS62] und wurde von Baumg�artner und Binder [BB79] f�ur Polymersy-

steme verallgemeinert. Es wurde gezeigt, da� es g�unstig ist, � so zu w�ahlen,

da� ein Akzeptanzrate von ungef�ahr 50% erzielt wird.

3.4 Parametrisierung der Wechselwirkungs-

potentiale

Die Wechselwirkungspotentiale werden mit Hilfe von Ergebnissen experimen-

teller Untersuchungen parametrisiert. Eine �Ubersicht �uber die Parameter gibt
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Abbildung 3.7: Skizze eines Rotations{Schritts

Tabelle 3.2. Die Systeme werden bei einer Temperatur von 20ÆC berechnet,

da die Experimente, deren Ergebnisse reproduziert werden sollen, in der Re-

gel bei dieser Temperatur durchgef�uhrt werden.

Streckmodul DNA 665 kJ/(nm�mol)
Biegemodul DNA 120 kJ/(nm�mol)
Torsionsmodul DNA 157 kJ/(nm�mol)
elektrostatischer Radius DNA 1,2 nm

Streckmodul Nukleosom 665 kJ/(nm�mol)
Torsionsmodul Nukleosom 785 kJ/(nm�mol)

Nukleosom: �0 10,3 nm

� -0,506

�0 0,383

Temperatur 20ÆC

Tabelle 3.2: In den Simulationen benutzte Parameter
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3.4.1 Parametrisierung der elastischen Wechsel-

wirkungen

Die Parameter f�ur Biegung und Torsion der DNA wurden so gew�ahlt, wie

in [CL94] diskutiert. Der Biegemodul entspricht dem Konsenswert der Persi-

stenzl�ange ~lb = 50 nm, das Torsionsmodul einer Persistenzl�ange ~lt = 65 nm.

F�ur den Streckmodul wurde der von Smith et al. mit Laser{Pinzetten be-

stimmte Wert benutzt [SCB96].

Die Elastizit�at von Chromatosomen wurde bisher nicht experimentell be-

stimmt. Das Chromatosom wird deswegen vereinfacht als steif angesehen.

Unendlich steife Segmente sind numerisch nur schwer handhabbar. Deswe-

gen wird f�ur den Torsionsmodul willk�urlich das f�un�ache des Wertes der DNA

und f�ur das Streckmodul der gleiche Wert wie der von DNA gew�ahlt.

Weiterhin wird angenommen, da� die DNA an den Enden am Nukleosom

fest eingespannt ist. Dies ist f�ur Torsion experimentell nachgewiesen [MC85].

Falls das Nukleosom azetyliert ist, gilt dies nicht mehr [KB98]. Es ist zu

vermuten, da� auch andere post{translationalen Modi�kationen der Histone

�ahnliche E�ekte haben. Da im folgenden nur nicht modi�zierte Nukleosomen

betrachtet werden sollen, hat dies aber keine Auswirkung.

3.4.2 Parametrisierung des Gay{Berne{Potentials

Eine direkte Bestimmung der St�arke der internukleosomalen Wechselwir-

kung z.B. experimentell mit Hilfe eines Rasterkraft{Mikroskops oder theore-

tisch mittels der Modellierung zweier Nukleosomen mit Molekulardynamik{

Techniken, steht noch aus. Deswegen wird in diesem Abschnitt beschrieben,

wie die Werte der Parameter des Gay{Berne{Potentials abgesch�atzt werden

k�onnen.

Der Anisotropie{Faktor der Potentialtiefe �0 wird wie bei prolaten El-

lipsoiden abgesch�atzt [GB81]. Die Scheibe wird durch sechs Lennard{Jones

Kugeln des Radius 5,5 nm wie in Abbildung 3.8 gen�ahert und der Unter-

schied zwischen dem Minimum bei longitudinaler und lateraler Orientierung

der Scheiben zueinander berechnet. Es gibt verschiedene M�oglichkeiten der

radialen Orientierung der Scheiben zueinander (Abbildung 3.8). Bei beiden

Orientierungen erh�alt man allerdings fast identische Werte. Man bestimmt

so �0 = �s=�e = 1=5, was nach Gleichung 3.25 einem Wert von �0 = 0; 383

entspricht. Eine systematische Diskussion des Ein
usses des Parameters �0

bei prolaten Ellipsoiden �ndet sich in [MRBA96].

Die Parameter der Geometrie der Nukleosomen und der St�arke der inter-

nukleosomalen Wechselwirkung k�onnen aus dem Vergleich von experimentel-

len Daten von Fl�ussigkristallen von Nukleosomen und theoretischen Berech-
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Abbildung 3.8: Approximation einer Scheibe durch Kugeln. Oben und

unten sind zwei verschiedene M�oglichkeiten der Orientierung zueinander

dargestellt.

nungen abgesch�atzt werden.

Leforestier und Livolant zeigten, da� Nukleosomen{Core{Partikel bei ge-

eigneten Konzentrationen in eine Fl�ussigkristallphase �ubergehen [LL97]. Un-

tersuchungen mit Licht{ und Elektronenmikroskopie ergeben, da� es sich um

eine columnar hexagonale Phase handelt (siehe Kapitel 2.2, Abbildung 2.1).

Der Abstand a zwischen zwei S�aulen betr�agt (11,55�1) nm, der Abstand s
zwischen zwei Nukleosomen in einer S�aule (7,16�0,65) nm. Es wurden bis-

her keine Fl�ussigkristalle aus Chromatosomen (mit dem Linker{Histon H1)

beobachtet, da Chromatosomen ein starke Tendenz zur Aggregation haben.

Aus diesen Werten kann man �0 und den Anisotropiefaktor � absch�atzen.

Es wird angenommen, da� die gemessenen Abst�ande der Position den Minima

des Potentials bei der entsprechenden Orientierung entsprechen. Das Mini-

mum von Gleichung 3.18 bei lateraler Orientierung liegt bei rlatmin = 21=6�0.

Mit dem experimentellen Wert rlatmin=11,55 nm errechnet man �0=10,3 nm.

Bei longitudinaler Orientierung berechnet man f�ur die Lage des Minimums

r
long
min = �0

�
21=6 � 1 +

�
1� 2

�

1 + �

��
: (3.26)
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Mit dem experimentellen Wert rlongmin=5,5 nm und dem oben berechneten Wert

f�ur �0 erh�alt man �=-0,506. Dies entspricht nach Gleichung 3.21 �=0,573.

Computer{Simulationen eines Gay{Berne{Discogens wurden von Emer-

son et al. durchgef�uhrt [ELW94]. Es wurde ein System mit N = 256 Gay{

Berne{Teilchen (�=0,345, �0=0,25, �=1, �=2) bei einer skalierten Dich-

te �� = N�30=V = 2; 5 mit Molekulardynamik simuliert. Man beobachtet

einen Sprung in den Ausrichtungsparametern bei skalierten Temperaturen

T � = kBT=�0 = 4 und T� = 11, was einem Phasen�ubergang von der colum-

nar hexagonale Phase in die diskotisch nematische Phase und dem �Ubergang

in die ungeordnete Phase entspricht. In der diskotisch columnare Phase wird

ein Abstand zwischen den S�aulen von 0,9 �0 und zwischen den Scheiben ein

Abstand von 0,5 �0 beobachtet, wobei �0 der Durchmesser und 0,345 �0 die

Dicke der Teilchen ist. Bei Temperaturen unter T � = 4 geht die hexagonale

columnare Phase immer mehr in eine hexagonal rektangulare Phase �uber.

Die aus den Computersimulation gewonnen Werte k�onnen auf Fl�ussig-

kristalle aus Nukleosom{Core{Partikel �ubertragen werden und zur Eichung

der St�arke des Gay{Berne{Potentials benutzt werden. Die in dieser Arbeit

gew�ahlten Werte f�ur �0, � und � sind die gleichen wie in der Simulation;

� ist etwas kleiner. Fl�ussigkristalle liegen beim Experiment bei einem �ahn-

lichen Wert der Dichte ��=3,5 vor wie bei der Simulation. Da in der Si-

mulation der Phasen�ubergang zur columnaren Phase bei T � = 4 geschieht

und Nukleosomen{Core{Partikel bei etwa gleichen Bedingungen columnare

Phasen ausbilden, kann �0 =
1
4
kBT gew�ahlt werden.

3.4.3 L�ange der Verbindungs{DNA

Die Gesamtl�ange der DNA{Segmente zwischen zwei Nukleosomen des Mo-

dells ist je nach der verwendeten Kopplung zwischen DNA und Nukleosom

unterschiedlich (Abbildung 3.4). Der genaue Verlauf der DNA au�erhalb des

Kernteilchens ist nicht bekannt. Aus der Geometrie des Core{Partikels und

des Stammmotifs kann aber die L�ange der Verbindungs{DNA abgesch�atzt

werden.

Im Nukleosomen{Core{Partikel sind 146 bp DNA in 1,65 Windungen

um die Histone gewunden. Zwei Windungen entsprechen 177 bp. Die L�ange

der Verbindung ist also bei direkter Kopplung die Repeat{L�ange abz�uglich

177 bp.

Der Stamm des Nukleosoms endet etwa 8 nm von der Achse des Nukleo-

soms entfernt. Wenn man annimmt, da� die DNA vom Ende des Kontakts

mit dem Kernteilchen direkt zu diesem Ende l�auft, kann man diese L�ange wie

in Abbildung 3.9 skizziert berechnen. Man erh�alt eine L�ange von 7,36 nm ent-

sprechend 22 bp. Die Gesamtzahl der Basenpaare der DNA im Core{Partikel
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Abbildung 3.9: Skizze zur Berechnung der L�ange der DNA im Stamm.

R ist der Nukleosomen{Radius, d der Abstand zwischen Nukleosomen-

achse und Ende des Stamms, l die gesuchte L�ange der DNA, die nicht an

den Nukleosomen{Kern gebunden ist.

und dem Stamm ist 146 bp+2�22bp=190 bp. Die L�ange der Verbindungs{

DNA ist also die Repeat{L�ange abz�uglich 190 bp.

Eine Aufstellung der L�ange der Verbindungs{DNA f�ur verschiedene Zell-

typen �ndet sich in Tabelle 3.3. Bei HeLa{Zellen w�are die Verbindungsl�ange

bei der Annahme eines Nukleosomenstamms 2 bp, bei COS-7{Zellen gar 0 bp.

Dies ist sehr kurz. Man mu� deswegen annehmen, da� Nukleosomen dieser

Zellen keinen Stamm besitzen. Die meisten Simulationen mit Ankopplung am

Stamm wurden mit einer Verbindungsl�ange von 11 bp (3,8 nm) durchgef�uhrt,

um ein durchschnittliches System zu beschreiben.
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Verbindungsl�ange [bp]

Organismus Repeatl�ange [bp] kein Stamm Stamm

COS-7 190 13 0

HeLa 192 15 2

Rattenleber 200 23 10

H�uhnererythrozyten 212 35 22

Seeigel{Sperma 220 43 30

Tabelle 3.3: L�ange der Linker{DNA und der L�ange der Verbindungs{

DNA f�ur verschiedene Zelltypen. Der erste Wert der Verbindungsl�ange

bezieht sich auf die Modelle mit direkter Ankopplung der DNA an das

Kernteilchen, der zweite Wert auf die Ankopplung an den Nukleosomen{

Stamm. Werte der Repeat{L�ange aus [Hol89]



Kapitel 4

Aufbau und Veri�kation des

Rechen{ und

Auswerteprogrammpackets

Das vorgestellte physikalische Modell zur Beschreibung von Polynukleosomen

l�a�t sich mit analytischen Methoden nicht berechnen. Stattdessen mu�te ein

Computerprogramm entwickelt werden, mit dem das Modell simuliert werden

kann.

Die Umsetzung des physikalisches Modell in eine Computerprogramm ist

aufwendig: Insgesamt wirken im System f�unf verschiedene Wechselwirkungen,

von denen drei lokal (Biegung, Torsion und Streckung) und zwei nicht lokal

wirken (Gay{Berne{Wechselwirkung und Elektrostatik). Weiterhin sollte das

Programm so ausgelegt sein, da� Elemente mit weiterf�uhrende Eigenschaften

eingef�ugt und auch andere Simulationsprotokolle wie Brownsche Dynamik

implementiert werden k�onnen.

Das Projekt wurde in objektorientierter Weise entwickelt, um die leichte

Erweiterbarkeit zu gew�ahrleisten. Es wurden Objektdiagramme in OMT1

erstellt und anschlie�end in der Programmiersprache C++ umgesetzt2. Dabei

kamen verschieden Entwurfsmuster wie Iteratoren, Erbauer oder Br�ucken

zum Einsatz [GHJV96].

Um gen�ugend statistisch unabh�angige Kon�gurationen zu erzeugen, sind

Rechenzeiten von 20 Tagen die Regel. Um dies zu beschleunigen, wurde das

1OMT, Object Modeling Technique, de�niniert Diagramme, mit denen objektorientierte
Entw�urfe graphisch dargestellt werden k�onnen [Rum91]. Sie ist ein Vorl�aufer der UML

(Kapitel B.1)
2Die Vorgehensweise, das Programm unter Verwendung eines CASE{Tools in UML zu

entwerfen und anschlie�end automatisch in Quellcode umsetzten zu lassen, ist erst seit

kurzem m�oglich.
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Programm parallelisiert, so da� mehrere Prozessoren gleichzeitig koooperativ

an einem System rechnen k�onnen.

4.1 �Uberblick objektorientierte Programmie-

rung

In der objektorientierten Programmierung werden Elemente herk�ommlicher

Programmiersprachen verwendet. So ist beispielsweise C++ von der Sprache

C abgeleitet oder Oberon von Modula und Pascal. In allen objektorientierten

Sprachen k�onnen Variablen und Konstanten, wenn{dann Abfragen (if{then{

else) und bedingte Schleifen (while{do) ausgedr�uckt werden. Der wesentliche

Fortschritt objektorientierter Programmiersprachen besteht in der M�oglich-

keit, Klassen zu de�nieren. Eine Klasse besteht aus Daten und Funktionen3.

Sowohl Daten als auch Funktionen k�onnen entweder �o�entlich oder privat

sein. Funktionen, die nicht zu derselben Klasse geh�oren, k�onnen nur �o�ent-

liche Funktionen aufrufen und auf �o�entliche Variablen zugreifen. Private

Funktionen oder Daten k�onnen nur innerhalb der Klasse verwendet werden.

Damit ist es m�oglich, Daten zu kapseln und den Zugri� auf diese Daten zu

kontrollieren.

Man mu� zwischen dem Begri� der Klasse, der lediglich ein Namen f�ur

die Art und den Aufbau von Datenstrukturen ist, und dem Begri� des Ob-

jekts unterscheiden, der eine konkrete Instanzierung der Klasse darstellt. Im

allgemeinen kann es viele Objekte einer Klasse geben4. H�au�g wird anstelle

des Begri�s Objekt auch der Begri� Instanz verwendet.

Klassen k�onnen �uber den Mechanismus der Vererbung Eigenschaften von

anderen Klassen �ubernehmen. Dadurch ist es m�oglich, Mechanismen einmal

zu programmieren und f�ur verschiedene Anwendungen einzusetzen, ohne sie

neu programmieren zu m�ussen5.

Die Sprache C++ stellt die M�oglichkeit von parametrisierten Klassen

(Template{Klassen) zur Verf�ugung. Bei der De�nition von parametrisierten

Klassen kann die Art der benutzten Klassen o�engelassen werden. Sie werden

durch Statthalter beschrieben6. Es handelt sich also um eine Art Makro.

3H�au�g wird anstatt von Funktion auch von Methode gesprochen, um zwischen

herk�ommlichen Funktionen und Funktionen, die zu Klassen geh�oren, zu unterscheiden.
4Beispiel: Die Klasse VW{K�afer besitzt viele Instanzen { die real gebauten Autos.
5Beispiel: Die Klasse Auto besitzt die Variable mu� zum T�UV, die alle 24 Monate den

Wert wahr annimmt. Die abgeleitete Klasse VW{K�afer besitzt durch den Mechanismus

der Vererbung diese Variable ebenfalls automatisch.
6Beispiel: Die Funktion max < T > (x; y) vergleicht die Werte von x und y vom

Typ T und liefert den gr�o�eren als Resultat. Dies kann unter der Voraussetzung, da�
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Die benutzte Standard Template Library (STL) besteht ausschlie�lich aus

parametrisierten Klassen [MS96].

4.2 Programmstruktur

In diesem Kapitel wird nur ein kurzer �Uberblick �uber die Struktur des Pro-

grammes gegeben. Eine vollst�andige Darstellung �ndet sich im Anhang B.2.

Zur Darstellung wurde die Uni�ed Modeling Language (UML) gew�ahlt [Bur97,

BRJ99]. Im Anhang B.1 be�ndet sich ein kurzer �Uberblick �uber UML.

Insgesamt kann man die Klassen und Funktionen des Programmes in

sechs Bereiche aufteilen: Datenstruktur, Energieberechnung, Monte Carlo{

Schritte, Simulations{Kontrolle, Auswertungsprogramme und Hilfsbibliothe-

ken.

In der Datenstruktur werden die Daten gehalten, die die Chromatin�ber

repr�asentieren. Objekte, deren Klasse von der Klasse Bead abgeleitet wor-

den sind, beschreiben die Segmente der Struktur7. Sie halten die Eigenschaf-

ten, wie den Typ des Beads8 und eine Identi�kationsnummer, grundlegende

Gr�o�en, wie den Ortsvektor des Segments und das lokale Koordinatensy-

stem, vorberechnete Gr�o�en, wie den Massenschwerpunkt, und eine Kopie

der ver�anderten Werte, um sie im Fall der Ablehnung eines Monte Carlo{

Schritts wieder herstellen zu k�onnen. Diese Beads werden in einer doppelt

verketten Liste gehalten [CLR90], die um die M�oglichkeit erweitert wurde

an jedem Element zus�atzlich auch Seitenketten einh�angen zu k�onnen9. Ent-

sprechende Iteratoren [GHJV96] erm�oglichen einen einfachen Zugri� auf alle

Elemente. Diese verkettete Liste mit Seitenketten (Branched Linked List |

BLL) und die Iteratoren wurde als Template{Klasse implementiert, um sie

auch f�ur andere Projekte nutzen zu k�onnen.

Die Energieberechnung erfolgt pro Wechselwirkungstyp in zwei Klassen.

Die jeweilige Energie{Klasse benutzt einen Iterator, um alle Segmente bzw.

Paare von Segmente zu erhalten und berechnet mit Hilfe der entsprechenden

lokalen Energie{Klassen den Wertes der Energie f�ur dieses Segment oder

Segmentpaar.

ein Vergleichsoperator > f�ur Elemente des Typs T de�niert ist, unabh�angig vom Typ T

programmiert werden.
7Ein Bead ist eigentlich ein Perle einer Perlenkette, w�ahrend die Klasse Bead ein Seg-

ment beschreibt, also eigentlich Segment hei�en sollte.
8Im ANSI Standard von C++ ist vorgesehen, da� sich Objekte selber identi�zieren

k�onnen. Diese Eigenschaft wurde nicht benutzt, da nicht alle verwendeten Compiler diese

Eigenschaft unterst�utzen.
9Die Eigenschaft, Seitenelemente einh�angen zu k�onnen, wurde im vorliegenden Modell

nicht benutzt.
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Monte Carlo{Schritte benutzen den Metropolis{Algorithmus um neue

Kon�gurationen zu erzeugen. Dieser Algorithmus ist unabh�angig vom Typ

des Schritts. Der Metropolis{Algorithmus ist deswegen in einer Basis{Klasse

implementiert. Rotations{ und Pivot{Schritte sind von dieser Klasse abge-

leitet und implementieren lediglich die Funktion, die die Segmente versetzt.

Der Ablauf des Programmes wird von einer �ubergeordneten Klasse kon-

trolliert, dem Controller. Der der davon abgeleitete SimController bestimmt

den Ablauf von Simulationen, der AnaController den von Auswertungspro-

grammen.

Programme, die zur Auswertung der berechneten Daten benutzt werden

(Kapitel 5) verwenden Controller, die von der Klasse SimController abge-

leitet worden sind. In den Auswertungsprogrammen mu� deshalb lediglich

der Algorithmus programmiert werden. Das Einlesen der Daten u.s.w. wird

automatisch erledigt.

Funktionen und Objekte die auch in anderen Programme eingesetzt wer-

den k�onnten wie die Vektor{Klasse, die Matrix{Klasse und die Fileformat{

Routinen, sind in einer Hilfsbibliothek zusammengefa�t. Sie kann leicht in

anderen Programmen verwendet werden.

4.3 Einheitensystem

Computer besitzen endliche Rechengenauigkeit. Dadurch treten Rundungs-

fehler auf. Insbesondere bei der Subtraktion fehlerbehafteter Zahlen gleicher

Gr�o�enordnung tritt das Problem auf, da� die Di�erenz eine reine Zufalls-

zahl sein kann. Man bezeichnet dieses Problem mit numerischer Ausl�oschung.

Weiterhin kann durch Bereichs�uberschreitung des Zahlenbereiches z.B. bei

Division durch kleine Zahlen Stellenverlust auftreten. Aus diesen Gr�unden

ist es notwendig, die Einheiten so zu w�ahlen, da� alle relevanten Gr�o�en wie

L�angen, Zeiten und Energien von der Gr�o�enordnung um 1 sind.

Im Rahmen des GROMACS{Projektes wurde ein f�ur die Molekulardyna-

mik angepa�tes Einheitensystem entworfen [SBA+96]. Es ist in Tabelle 4.1

dargestellt. Die numerischen Werte der in die Simulation eingehenden Na-

turkonstanten sind in Tabelle 4.2 zusammengefa�t. Der elektrische Konver-

sionsfaktor f = 1=(4�"0) gibt die St�arke der elektrischen Wechselwirkung

an. Damit ist beispielsweise im Abstand r einer Punktladung q das Potential

� = f � q=r.
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Gr�o�e Symbol Einheit

L�ange r nm = 10�9 m

Masse m u (atomare Masseneinheit)

1,66054�10�27 kg
Zeit t ps = 10�12 s

Ladung q e = 1,6201�10�19 C (Proton{Ladung)

Temperatur T K

Energie V kJ/mol

Elektrisches Feld E kJ/(mol nm e) = 1,036427�107 V/m

Tabelle 4.1: Elementare und abgeleitete Einheiten im GROMACS{Ein-

heitensystem

Name Symbol Wert

Avogadrozahl NA 6,0221�1023 mol�1
Allgemeine Gaskonstante R 8,3145�10�3 kJ/(mol K)
Boltzmann Konstante kB 8,3145�10�3 kJ/(mol K)
Elektrischer Konversionsfaktor f 138,935 kJ/(mol) nm/e2

Tabelle 4.2: Konstanten im GROMACS-Einheitensystem [SBA+96]

4.4 Zufallszahlengenerator

Zur Durchf�uhrung der Pivot{ und der Rotationsschritte sowie des Metropolis{

Algorithmus werden Zufallszahlen ben�otigt. Da ein Computer keine echten

Zufallszahlen erzeugen kann, werden Zufallszahlengeneratoren eingesetzt, die

Pseudozufallszahlen erzeugen.

Zur Erzeugung der Zufallszahlen wurde der Algorithmus R250 von Kirk-

patrick und Stoll verwendet [KS81]. Er besitzt eine lange Periode, d.h. es

dauert sehr lange bis sich die Abfolge der Zufallszahlen wiederholt. Au�er-

dem ist die Korrelationsl�ange der erzeugten Zahlen sehr gro�. Weiterhin wird

zwischen zwei Monte Carlo{Schritten eine Zufallszahl gezogen und verworfen,

um m�ogliche Korrelationen zu zerst�oren.

Der m�ogliche Ein
u� des Zufallszahlengenerators auf die Ergebnisse wur-

de durch vergleichende Rechnungen mit dem UNIX{Zufallszahlengenerator
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rand() und dem einfachen Zufallszahlengenerator R1680710 [Knu81] �uber-

pr�uft. Hierzu wurde exemplarisch der mittlere End{zu{End{Abstand sowie

seine Standardabweichung von simulierten Polynukleosomen mit 25 Nukleo-

somen berechnet (Tabelle 4.3). Die Ergebnisse stimmen innerhalb der Stan-

dardabweichung �uberein.

End{zu{End{Abstand (nm)

Zufallszahlengenerator Mittelwert Standardabweichung

rand() 57,1 5,0

R16807 56,7 5,5

R250 57,8 5,1

Tabelle 4.3: Mittelwert und Standardabweichung des End{zu{End{

Abstands von simulierten Ketten von 25 Nukleosomen unter Verwendung

verschiedener Zufallszahlengeneratoren.

4.5 Parallelisierung

Simulationsrechnungen von Polynukleosomen mit 100 Nukleosomen ben�oti-

gen typischerweise etwa 20 Tage Rechenzeit (Prozessor Pentium II 450), um

eine gen�ugend gro�e Anzahl von statistisch unabh�angigen Kon�gurationen

zu erzeugen. Um die Rechenzeit zu reduzieren, wurde das Simulationspro-

gramm so ver�andert, da� mehrere Prozessoren gleichzeitig kooperativ das

Programm ausf�uhren k�onnen.

Die Parallelisierung des Programmcodes erfolgte f�ur Shared Memory{

Architekturen unter Verwendung von POSIX{Threads [Tan95, Kapitel 12].

Die Daten werden bei Maschinen dieses Typs in einem gemeinsamen Speicher

gehalten, auf den alle Prozessoren gleichberechtigt zugreifen k�onnen. Dies ist

beispielsweise bei Mehrprozessor{Workstations wie Linux Dual{Prozessor{

PCs oder Shared Memory{Gro�rechnern wie der HP V2250 technisch m�oglich.

Parallelisiert wurden nur die Teile des Programms, die den gr�o�ten An-

teil der Rechenzeit verbrauchen, um den Implementationsaufwand m�oglichst

gering zu halten. Dazu wurde die Ausf�uhrungszeit f�ur die verschiedenen Pro-

grammteile mit einem Pro�ling{Werkzeug11 bei einem Probelauf mit 100

10Anfangszahl ist eine beliebige Zahl ibm0. Eine neue Zufallszahl wird erzeugt nach der

Regel ibm i+1 = 16807� ibm i. So einfach ist das.
11Benutzt wurde das zum GNU{Compiler gcc geh�orige Pro�ling{Programm gprof.
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Nukleosomen ermittelt. Der Hauptanteil der Laufzeit des Programms f�allt

mit ca. 92% auf die Berechnung der nicht{lokalen Wechselwirkungen, der

Elektrostatik und des Gay{Berne{Potentials. Der Anteil der Laufzeit f�ur die

elastischen Wechselwirkungen und die Monte Carlo{Schritte betr�agt jeweils

ca. 4%. F�ur eine nicht zu gro�e Prozessoranzahl ist es also ausreichend, nur

die nicht{lokalen Wechselwirkungen zu parallelisieren.

Zur Parallelisierung wird die Menge der Segmente in soviel Bl�ocke aufge-

teilt, wie Prozessoren zur Verf�ugung stehen. Jeder Block enth�alt m�oglichst

die gleiche Anzahl an Segmenten. Das Programm startet seriell und f�uhrt

die gleichen Schritte aus, wie im rein seriellen Fall. Wenn die Methoden der

Energieberechnung f�ur Elektrostatik und Gay{Berne{Potential aufgerufen

werden, erzeugen sie so viele Threads, wie Prozessoren zur Verf�ugung ste-

hen. In jedem Thread wird dann jeweils die Wechselwirkung von Segmenten

eines Blocks mit allen anderen Segmenten berechnet.12 Jeder Thread benutzt

dabei einen Prozessor. Danach werden die Threads wieder gel�oscht.

Die Parallelisierung wurde �uberpr�uft, indem die Energie von ausgew�ahl-

ten Kon�gurationen unter Verwendung mehrerer Prozessoren berechnet und

mit dem Ergebnis der seriellen Rechnung verglichen wurde. Weiterhin wur-

den einige Simulationen mit identischer Initialisierung des Zufallszahlengene-

rators sowohl parallel als auch seriell durchgef�uhrt. Es ergaben sich identische

Trajektorien.

Die prinzipiell erreichbare Beschleunigung eines Computerprogramms

durch Verwendung mehrerer Prozessoren wird durch Amdahls Gesetz [Amd67,

Sch98] beschrieben. Sei � der Anteil der Laufzeit der parallelisierbaren Teile

eines Programms und N die Anzahl der Prozessoren. Dann ist die Laufzeit

des Programms TN :

TN = T1

�
1� � +

�

N

�
(4.1)

Den Quotienten T1=TN bezeichnet man als Beschleunigung.

Der Anteil des parallelisierten Programmteils an der Laufzeit betr�agt

92%. Man erwartet also bei Verwendung von 4 Prozessoren eine Beschleuni-

gung um den Faktor 3,2. Die auf einer HP V2250 erzieltenWerte in Abh�angig-

keit von der Anzahl der Prozessoren im Vergleich mit der theoretischen Kurve

sind in Abbildung 4.1 dargestellt. Abweichungen von Amdahls Gesetz erge-

ben sich erst bei einer Anzahl von mehr als vier Prozessoren.

12Ein spezieller Algorithmus verhindert, da� Energien doppelt berechnet werden.
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Abbildung 4.1: Beschleunigung des parallelisierten Programms mit der

Anzahl der Prozessoren. Simuliert wurden 100 Nukleosomen auf einem

HP V2250{Gro�rechner. Es wurden 5000 Schritte berechnet. Ein Prozes-

sor ben�otigt daf�ur 1096 s. Zum Vergleich ist die geometrische Skalierung

eingetragen (Beschleunigung = Anzahl der Prozessoren) sowie die Werte,

die sich nach Amdahls Gesetz bei �=92% ergeben.

4.6 Veri�kation

Veri�kation13 ist der
"
Vergleich des Produktes einer Entwicklungsphase mit

seinen Vorgaben (z.B. Baustein gegen seine Spezi�kation)\ [GI-96]. Bei der

formalen Veri�kation wird der Programm{Code zum Zeitpunkt des �Uberset-

zens in ein ausf�uhrbares Programm | zur Compile{Zeit | auf syntaktische

Korrektheit und w�ahrend der Ausf�uhrung des Programms | zur Laufzeit |

auf formale Konsistenz �uberpr�uft. Bei der inhaltlichen Veri�kation wird zur

Laufzeit die logische und inhaltliche Konsistenz und ausgew�ahlte Resultate

auf �Ubereinstimmung mit physikalischen Prinzipien �uberpr�uft (Tabelle 4.4).

13Im Unterschied zur Veri�kation ist Validierung die
"
Pr�ufung der Anwendbarkeit einer

Probleml�osung (eines Produkts bzw. Systems) in seiner Umwelt\[GI-96].
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Zeitpunkt der Veri�kation formal inhaltlich

Compilierung X

Ausf�uhrung X X

Resultate X

Tabelle 4.4: Zeitpunkte der formalen und inhaltlichen Veri�kation beim

Proze� des Programmtests.

4.6.1 Formale Veri�kation zur Compile{Zeit

Zur formalen Veri�kation wurden verschiedene C++{Compiler auf verschie-

denen Plattformen benutzt14. Es wurde sichergestellt, da� die Compiler alle

Warnungen ausgeben. Der Code wurde so lange verbessert, bis auf allen

Plattformen keine Fehlermeldungen oder Warnungen mehr ausgegeben wur-

den. Zur tiefergehenden Analyse zur Compile{ und Laufzeit wurde Purify von

Rational und Insure++ von ParaSoft eingesetzt [Par98]. Dies sind Program-

me, die automatisch viele Programmier{ und Laufzeit{Fehler einschlie�lich

Algorithmen{Anomalien oder Speicherzuweisungsfehlern erkennen.

4.6.2 �Uberpr�ufung zur Laufzeit

Zur �Uberpr�ufung des Laufzeitverhaltens der Klassen wurden Programme er-

stellt, mit denen die Funktionst�uchtigkeit der Klassen einzeln ausgetestet

wurde. Weiterhin wurde das Laufzeitverhalten der Klassen w�ahrend der Si-

mulationsrechnungen �uberpr�uft. Daf�ur stehen verschiedene, sich erg�anzende

Methoden bereit. Diese k�onnen einzeln zur �Ubersetzungszeit aktiviert oder

deaktiviert werden. Diese �Uberpr�ufungen verbrauchen bei der Durchf�uhrung

von Simulationsrechnungen einen erheblichen Anteil der Rechenzeit. Deswe-

gen wurden diese �Uberpr�ufungsmechanismen nach Abschlu� von Testphasen

abgeschaltet.

Formale Fehler sind beispielweise Argumente von arcsin, die nicht im

Intervall [�1; 1] liegen, oder ein Zugri� auf Zeiger, die nicht auf g�ultige Spei-

cheradressen zeigen. Diese Fehler werden mit der C{Funktion assert gepr�uft.

Die inhaltliche Konsistenz wird in der Regel �uber Klassen{Funktionen

mit Namen isLegal() sichergestellt. Bei Aufruf dieser Funktion �uberpr�ufen

die Objekte ihre innere Konsistenz. Beispielsweise pr�uft die Klasse Bead,

ob die das lokale Koordinatensystem aufspannenden Vektoren normiert und

14Compiler: gcc 2.7.2, gcc 2.8.1, egcs 1.1, egcs1.2, aCC, SunPro, AIX{CC. Plattformen:

Linux, HP-UX 11.0, Solaris, AIX
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zueinander orthogonal sind. Die Klassen der Monte Carlo{Schritte besitzen

zus�atzlich Mechanismen, die die Invarianz bestimmter Eigenschaften �uber-

pr�ufen k�onnen. So sollten beispielsweise bei einem Pivot{Schritt die Winkel

zwischen Segmenten, an denen nicht gedreht wurde, unver�andert bleiben.

4.6.3 Inhaltliche Veri�kation anhand von Resultaten

Es wurden verschiedene idealisierte Systeme simuliert, deren Eigenschaften

analytisch berechnet werden k�onnen, die Gau�sche Kette und die Porod{

Kratky{Kette (Kapitel 2.1).

Es wurden f�ur Ketten von 100 Segmenten der L�ange 10 nm 5,1�106 Monte

Carlo{Schritte durchgef�uhrt. F�ur die Berechnung des Erwartungswerts des

Quadrats des End{zu{End{Abstandes h~R2i wurden jeweils die ersten 105

Schritte verworfen.

Bei der Simulation der Gau�schen Kette wurden die Parameter der St�arke

der Wechselwirkungspotentiale auf 0 gesetzt, der Wert der Streckelastizit�at

auf den von DNA. Der Mittelwert und Standardabweichung des Quadrats

des End{zu{End{Abstand der simulierten Kette betragen h~R2i = (10412�
8616)nm2. Dies ist mit dem Wert der analytischen Rechnung gem�a� Glei-

chung 2.6 von 10000 nm2 vertr�aglich.

Bei der Simulation der Porod{Kratky{Kette wurde zus�atzlich der Para-

meter der Biegeelastizit�at auf den Wert von DNA gesetzt. Mittelwert und

Standardabweichung des Quadrats des End{zu{End{Abstands der simulier-

ten Kette betragen h~R2i = (96951 � 72587)nm2. Die L�ange der Kette ent-

spricht 10 � 10 Kuhnl�angen, da die Persistenzl�ange von DNA 50 nm betr�agt.

Damit berechnet man mit Gleichung 2.15 den Wert von h~R2i =100000 nm2.

Der Wert der Simulation ist mit diesem Wert vertr�aglich.



Kapitel 5

Algorithmen zur Auswertung

5.1 Konturl�ange und Massenbelegungsdichte

Abbildung 5.1: Schematische Skizze zur Berechnung des R�uckgrats der

Fiber

Die Konturl�ange Lcomp einer simulierten Fiber wird als L�ange eines ap-

proximierenden R�uckgrats de�niert (Abbildung 5.1). Dazu wird der Schwer-

punkt von Beads aus einem Fenster mit jeweils Nmittel Elementen berechnet.

Dieses Fenster wird �uber die Kette mit einer Schrittweite von Nschritt be-

wegt. An jedem Ende der Fiber werden Nign Beads nicht ber�ucksichtigt, um

Verf�alschungen durch Ende�ekte zu vermeiden. Die Kette der berechneten

Schwerpunkte stellt das R�uckgrat der Fiber dar, das sich i.a. nicht bis zu
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den Enden der Fiber erstreckt. Die benutzten Parameter sind in Tabelle 5.1

aufgelistet.

zum Rückgrat
gehörend

Außenbereich

Rückgrat

Innenbereich

Begrenzungsebene

Abbildung 5.2: Skizze zur Berechnung der Anzahl der Nukleosomen,

die zum R�uckgrat der Fiber geh�oren.

Die Massenbelegungsdichte � wird als das Verh�altnis der (e�ektiven)

Anzahl der Nukleosomen auf dem R�uckgrat und der entsprechenden Kon-

turl�ange Lcomp de�niert: � = Nnuk=Lcomp . Zur Bestimmung der Massenbe-

legungsdichte werden nur die Nukleosomen herangezogen, die unmittelbar

zu diesem R�uckgrat geh�oren: An den Enden werden nur die Nukleosomen

ber�ucksichtigt, die innerhalb eines Halbraumes liegen, dessen Begrenzungs-

ebene senkrecht zum jeweils letzten Segments des R�uckgrats orientiert ist

und in Richtung des R�uckgrats weist (Abbildung 5.2). Die Anzahl der zum

R�uckgrat geh�orenden Nukleosomen Nnuk ergibt sich dann aus der Summe der

Anzahl der Nukleosomen, die an beiden Fiberenden zum R�uckgrat geh�oren

und der Anzahl der Nukleosomen zwischen den Enden.

Bei Polynukleosomen mit 100 Nukleosomen erh�alt man sowohl f�ur k�unst-

lich erzeugte Strukturen als auch f�ur simulierte Fibern einen durchschnittli-

chen Wert von Nnuk=80, solange die Fiber nicht sehr entartet ist. Bei Fibern

mit 200 Nukleosomen erh�alt man einen Wert von 180.
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Parameter Wert

Nign 6

Nmittel 40

Nschritt 8

Tabelle 5.1: Benutzte Parameter des Algorithmus zur Berechnung der

Konturl�ange.

5.2 Durchmesser der Fiber

Mit Hilfe des in Abschnitt 5.1 beschriebenen R�uckgrats kann auch der Durch-

messer der Fiber abgesch�atzt werden. Dazu wird f�ur jedes zum R�uckgrat

geh�orige Nukleosom der minimale Abstand zum R�uckgrat bestimmt. Von

diesen minimalen Abst�anden wird sowohl der Mittelwert als auch das Maxi-

mum berechnet. Da die Nukleosomen etwa senkrecht zur Fiberachse orien-

tiert sind, wird zu diesen Abst�anden der Nukleosomen{Radius addiert, um

den entsprechenden Durchmesser der Fiber zu erhalten.

5.3 Neigung der Nukleosomen und der DNA

zur Fiberachse

Ebenfalls mit Hilfe des in Abschnitt 5.1 beschriebenen R�uckgrats kann der

mittlere Neigungswinkel der Nukleosomen und der Linker{DNA zur Fiber-

achse berechnet werden. F�ur jedes zum R�uckgrat geh�orige Nukleosom und

die diese verbindenden DNA werden die Winkel zum n�achstliegenden Seg-

ment des R�uckgrats berechnet. Der mittlere Neigungswinkel ist als der arith-

metische Mittelwert der Winkel f�ur alle Nukleosomen bzw. DNA{Segmente

de�niert.

5.4 Persistenzl�ange

Die Persistenzl�ange ~lb der Fiber kann mit Hilfe von Gleichung 2.14 oder

f�ur lange Fibern mit Gleichung 2.15 bestimmt werden. Dazu mu� der Er-

wartungswert des Quadrats des End{zu{End{Abstands h~R2i und die Kon-

turl�ange L bekannt sein. Bei Fibern, die in der Gr�o�enordnung der Persi-

stenzl�ange liegen, ist dieses Verfahren allerdings nicht handhabbar, da hier
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bereits kleine Fehler in L und h~R2i zu gro�en Fehlern in ~lb f�uhren. F�ur diese

Art von Fibern ist es besser, Gleichung 2.13 zu benutzten. Damit kann die

Persistenzl�ange aus dem Erwartungswert des Produkts der Richtungsvekto-

ren an den Enden und der Konturl�ange berechnet werden.

Die Konturl�ange wird wie in Abschnitt 5.1 beschrieben berechnet. Zur

Ermittlung der Richtungsvektoren an den Enden wird eine interpolierende

Raumkurve durch die Punkte des R�uckgrats gelegt. Dazu werden die Funk-

tionen der Koordinaten der Punkte des R�uckgrats von der Konturl�ange durch

nat�urliche interpolierende kubische Splines mit Hilfe eines Algorithmus aus

den Numerical Recipes interpoliert [PTVF92]. Mit Hilfe dieses Algorithmus

k�onnen auch aus der Ableitung der Splines die Richtungsvektoren an den

Enden bestimmt werden.

Interpolierende kubische Splines sind di�erenzierbare Funktionen, die zwi-

schen N vorgegebenen Werten yi an den St�utzstellen xi interpolieren. Die

resultierende Funktion f(x) ist zweifach di�erenzierbar; die zweite Ableitung

f 00 ist stetig. Man w�ahlt f 00 als lineare Funktion in den Intervallen [xi; xi+1].

Die zweiten Ableitungen an den Punkten xi erh�alt man aus der Stetigkeits-

bedingug f�ur f 00 und den Randbedingungen f 00(x1) und f
00(xN ). W�ahlt man

die Randbedingung f 00(x1) = f 00(x1) = 0, erh�alt man nat�urliche Splines. Mit

den gegebenen Punkten und den so berechneten zweiten Ableitungen kann

man die Funktion f an den Stellen zwischen St�utzstellen berechnen.

5.5 Visualisierung

Zur �Uberpr�ufung der Ergebnisse von Auswerteprogrammen auf Plausibilit�at

sollten die Konformationen r�aumlich dargestellt werden. Ziel war die drei-

dimensionale Darstellung der verallgemeinerten Koordinaten der Segmente,

die das Simulationsprogramm als Ergebnisdaten liefert.

In der vorliegenden Arbeit wurde hierzu ein neues Programm entwickelt.

Dieses erzeugt Daten im sogenannten RenderMan{Format [Pix89]. Das Ren-

derMan{Format ist ein Beschreibungssprache f�ur dreidimensionale Szenen

und ist vergleichbar mit PostScript f�ur zweidimensionale Objekte. Die erzeug-

ten Daten (
"
RenderMan Interface ByteStream\ (RIB)) enthalten Informa-

tionen �uber Bildgr�o�e, Lichtquellen, Sichtwinkel und {Richtung, Positionen,

Farben und Ober
�achenstrukturen der darzustellenden Objekte usw. Jedes

Segment wird dabei durch einen Zylinder dargestellt, dessen Gr�o�e und Farbe

von der Art (DNA oder Nukleosom) abh�angen. Die RenderMan-Daten dienen

dann als Grundlage zur Visualisierung. Mit geeigneten Programmen wie den

Blue Moon Rendering Tools [Gri96] oder RenderMan von Pixar k�onnen GL-

Graphiken auf dem Bildschirm erzeugt werden oder hochwertige Graphiken

erstellt werden (
"
Raytracing\).



Kapitel 6

Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse von Monte Carlo{Simulationen von

Polynukleosomen vorgestellt. Die Kopplung zwischen der Verbindungs{DNA

und den Nukleosomen kann am Core{Partikel oder am Nukleosomen{Stamm

erfolgen (Abbildung 3.4). Die Mehrzahl der Simulationen wurden bei Kopp-

lung der Linker{DNA am Nukleosomen{Stamm durchgef�uhrt.

6.1 Ankopplung der Verbindungs{DNA am

Nukleosomen{Stamm

In diesem Abschnitt werden Polynukleosomen untersucht, bei denen die Ver-

bindungs{DNA am Nukleosomen{Stamm angekoppelt ist (Abbildung 3.4,

Modell 2). Der Abstand zwischen den Ankopplungspunkten betr�agt 3,1 nm;

diese liegen 8 nm von der Achse des Nukleosoms entfernt.

Soweit nicht anders angegeben wurden bei der Simulation die folgenden

Parameter benutzt:

� Anzahl der Nukleosomen: 100

� L�ange der Verbindungs{DNA 11 bp entsprechend 3,8 nm

� St�arke der internukleosomalen Wechselwirkung �0 = kBT=4

� Salzkonzentration des L�osungsmittels 100mM NaCl

� Temperatur: 20ÆC

Die Parameter f�ur die Monte Carlo{Schritte wurden so gew�ahlt, da� die

Rotations{Schritte eine Akzeptanzrate von etwa 50% und die Pivot{Schritte

eine Akzeptanzrate von etwa 30% erreichten. Der maximale Winkel bei einem

Rotationsschritt betr�agt typischerweise 1,5Æ, bei einem Pivot{Schritt 2Æ.



66 Ergebnisse

6.1.1 Korrelation der simulierten Daten

Wenn man den Mittelwert der Observablen A und einen Fehlerbalken daf�ur

berechnen will, so bestimmt man durch Aufsummation hAi und die Stan-

dardabweichung � = (hA2i � hAi2)1=2. Der Fehler des Mittelwerts bei N

unabh�angigen Messungen ist �=
p
N .

Bei dem zur Simulation verwendeten Metropolis{Algorithmus handelt es

sich um einen dynamischen Algorithmus, d.h. die erzeugten Kon�gurationen

sind miteinander korreliert (Kapitel 2.3). Die Anzahl der unabh�angigen Mes-

sungen N ist dann nicht die Anzahl der Monte Carlo{Schritte, sondern die

Anzahl der erzeugten unabh�angigen Kon�gurationen. Dazu mu� bestimmt

werden, �uber wieviele Simulationsschritte die erzeugte Kon�guration mit der

Ausgangskon�guration korreliert ist. Um dies zu beurteilen, wird die Korre-

lationszeit1 von Eigenschaften des Systems wie z.B. der Energie verwendet.

Zur Bestimmung der Korrelationszeit in Bezug auf die Gr�o�e A wird die

Autokorrelationsfunktion CAA herangezogen:

CAA(j) =
< A(k)A(k + j) > � < A >2

< A2 > � < A >2
(6.1)

j und k sind Indizes, die die berechneten Kon�gurationen durchnumerieren.

CAA f�allt typischerweise exponentiell mit der Zeitkonstante �exp;A ab. Diese

Zeitkonstante kann bestimmt werden, indem die Funktion e�j=�exp;A nach der

Methode der kleinsten Quadrate an die berechnete Autokorrelationsfunktion

angepasst wird. Alternativ kann die integrierte Korrelationszeit �int;A berech-

net werden:

�int;A =
1

2
+

1X
j=1

CAA(j): (6.2)

Man kann zeigen, da� im allgemeinen gilt �exp;A � �int;A, wenn CAA(j) �
e�j=� und � � 1 [Sok96b]. Nach ungef�ahr 2�int;A bzw. 2�exp;A Monte Carlo{

Schritten sind Ausgangs{ und Endkon�guration statistisch unabh�angig [AT87,

Sok96a, BH88]. Zur Berechnung von Fehlern und Schwankungen werden nur

Kon�gurationen verwendet, zwischen denen mehr Simulationschritte durch-

gef�uhrt worden sind, als die in Bezug auf verschiedene Observablen maximale

Korrelationsl�ange.

Es ist m�oglich, da� die Korrelation einer Observable nicht nur durch eine

sondern mehrere Korrelationszeiten beschrieben werden mu�. Bei zwei Korre-

lationszeiten f�allt die Autokorrelationsfunktion ab wie CAA(j) = e�j=�1e�j=�2.

Ist �1 � �2, so ist �2 die Bestimmung durch eine Anpassung nach der Methode

der kleinsten Quadrate ungenau. Stattdessen kann man �2 bestimmen, indem

1Es handelt sich hier nicht um eine reale Zeit sondern um eine Anzahl von Schritten.
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man bei der Berechnung der Autokorrelationsfunktion nur Kon�gurationen

auswertet, zwischen denen mehr als �1 Schritte liegen.

In Abbildung 6.1 ist exemplarisch die Autokorrelationsfunktion der Ener-

gie eines Polynukleosoms dargestellt. Um eine m�oglicherweise existente zwei-

te, gr�o�ere Korrelationszeit zu �nden, wurde ebenfalls die Autokorrelations-

funktion berechnet, bei der nur jede tausendste Kon�guration ausgewertet

wird. Tabelle 6.1 gibt einen zusammenfassenden �Uberblick �uber die Kor-

relationszeiten der Energie, des End{zu{End{Abstandes und der Massen-

belegungsdichte. Die Daten der Tabelle zeigen, da� nach etwa 5000 Monte

Carlo{Schritten eine statistisch nicht korrelierte, neue Kon�guration erzeugt

worden ist. Stichprobenartige �Uberpr�ufungen der Korrelationsl�angen bei an-

deren Simulationen ergaben keine wesentlichen Abweichungen von diesem

Wert.

Korrelationszeiten (Schritte)

kurz lang

�exp �int �exp �int

Energie 459 541 3200 2500

End{zu{End{Abstand 559 751 1700 600

Massenbelegungsdichte 818 2440 2700 1570

Tabelle 6.1: Korrelationszeiten in Anzahl der Monte Carlo{Schritte von

verschiedenen Eigenschaften aus einer Simulation mit �=26Æ, �=110Æ. Es

wird die integrierte Korrelationsl�ange �int und die durch einen Fit einer

Exponentialfunktion an die numerisch berechnete Korrelationsl�ange �exp
angegeben. Bei

"
kurz\ wurde jede Kon�guration ausgewertet, bei

"
lang\

nur jede tausenste.

6.1.2 Anzahl der Simulationschritte

In den Simulationen wurden 2,5�106 Monte Carlo{Schritte durchgef�uhrt,

soweit nicht anders angegeben. Als Ausgangsstruktur dient eine kompakte

Struktur, in der die Summe der Energien der elastischen Wechselwirkungen

0 ist. Die ersten 0,5�106 Schritte entsprechend 100 unabh�angigen Kon�gu-

rationen wurden nicht zur Auswertung benutzt, da sie zur Relaxierung aus

der willk�urlichen Anfangsstruktur dienen. Es wird durch mehrere Kriterien
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Abbildung 6.1: Autokorrelationsfunktion der Energie einer Simulati-

on mit �=26Æ, �=110Æ. Der oberen Autokorrelation liegen 10000 Monte

Carlo{ Schritte (MC Schritte) zugrunde, der unteren 3�106 Schritte bei
Verwendung jedes 1000 Schrittes. Gestrichelt ist die mit der Methode

der kleinsten Quadrate angepa�ten Funktion e�Schritte=Korrelationszeit dar-

gestellt. Die so berechnete Korrelationszeit betr�agt oben 541 Schritte

und unten 2500 Schritte.
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sichergestellt, da� diese Anzahl von Schritten zur Relaxierung gen�ugt: Laut

Sokal ist es ausreichend, die 20{fache Anzahl der Korrelationsl�ange f�ur die

Relaxierung zu verwerfen [Sok96a, Sok96b]. Der gew�ahlte Wert von 0,5�106
Schritte entsprechend 100 Korrelationsl�angen ist deutlich h�oher. Weiterhin

ver�andern sich visuell beurteilt die Eigenschaften wie Energie oder Massenbe-

legungsdichte nach wesentlich weniger Simulationsschritten nicht mehr. Au-

�erdem unterscheiden sich die Werte f�ur die berechneten Mittelwerte nicht

von Werten aus Simulationen, bei denen als Ausgangskon�guration eine ge-

streckte Kon�guration gew�ahlt wurde (Abschnitt 6.1.5).

Bei Systemen, die keine stabile Fiber bilden oder die visuell beurteilt

noch nicht relaxiert schienen, wurden 5,5�106 Schritte berechnet und die

anf�anglichen 106 Schritte verworfen.

Die Mittelwerte werden also aus 400 statistisch unabh�angigen Kon�gu-

rationen berechnet. Ein typischer Workstation{Prozessor (Intel Pentium II

450 MHz) ben�otigt f�ur die Berechnung dieser Anzahl von Monte Carlo{

Schritten etwa zwei Wochen.

6.1.3 �O�nungswinkel Linker{DNA

In der Simulation wird der Gleichgewichtswinkel �ggw zwischen einlaufen-

der und auslaufender Linker{DNA vorgegeben (Abbildung 1.12). Der Begri�

Gleichgewicht bezieht sich hier auf die elastischen Wechselwirkungen. Im

Modell wird ein davon abweichender Wert ermittelt, da die elektrostatische

Absto�ung zwischen den DNA{Segmenten eine �O�nung dieses Winkels be-

wirkt. Folglich mu� �ggw so gew�ahlt werden, da� der tats�achliche Winkel im

Modell �e� mit dem experimentell bekannten Wert �exp �ubereinstimmt. Zur

Anpassung von �ggw wurden Simulationen mit einemWinkel zwischen aufein-

anderfolgenden Nukleosomen von �=80Æ und verschiedenen �O�nungswinkeln

�ggw durchgef�uhrt. Abbildung 6.2 zeigt die Abh�angigkeit des tats�achlichen
�O�nungswinkels �e� vom vorgegebenen �O�nungswinkel �ggw . Bei Winkeln

�ggw zwischen 24Æ und 28Æ entspricht der tats�achliche Winkel �e� den ex-

perimentellen Werten von 35Æ bis 40Æ. F�ur die weitere Rechnungen wird ein

Winkel von �ggw=26
Æ gew�ahlt. Im folgenden wird mit � immer �ggw bezeich-

net.

6.1.4 Verdrehungswinkel zwischen Nukleosomen

Der Verdrehungswinkel � zwischen zwei aufeinanderfolgenden Nukleosomen

ist bisher experimentell nicht bestimmt worden. Er wird so angepa�t, da� die

Fiber die experimentell bekannte Massenbelegungsdichte besitzt.
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Abbildung 6.3 zeigt die Massenbelegungsdichte eines simulierten Polynu-

kleosoms mit �=26Æ in Abh�angigkeit von �. �Ubereinstimmung mit dem expe-

rimentellen Wert von 6Nukleosomen/11 nm wird bei �=110Æ erzielt. Soweit

nicht anders angegeben wird dieser Wert �=110Æ bei den weiteren Simula-

tionen benutzt.

Die Eigenschaften dieser Fiber sind mit anderen experimentellen Ergeb-

nissen im Einklang: Der mittlere Durchmesser dieser Fiber betr�agt

(31,8�0,1) nm und der mittlere maximale Durchmesser (35,0�0,6) nm, was
mit den experimentellen Werten vertr�aglich ist. Der mittlere Winkel zwi-

schen der Nukleosomenachse und der Fiberachse ist 50,7Æ�0,7Æ, der mittlere
Winkel zwischen der DNA und der Fiberachse ist 92,5Æ�0,6Æ. Die Standard-
abweichung betr�agt 11,5Æ bzw. 10,2Æ. Beide Werte stimmen mit den experi-

mentellen Werten �uberein. Die Visualisierung einer Kon�guration zeigt Ab-

bildung 6.4.

Weiterhin wurde untersucht, wie sich die Eigenschaften der Fiber ver�an-

dern, wenn � l�angs der Kette nicht konstant ist. Dazu wurde � gem�a� einer
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Abbildung 6.2: Tats�achlicher �O�nungswinkel �e� in Abh�angigkeit vom

vorgegebenen �O�nungswinkel �ggw . � ist 80Æ. Die Fehlerbalken entspre-

chen der Standardabweichung.



6.1 Ankopplung der Verbindungs{DNA am Nukleosomen{Stamm 71

70 80 90 100 110 120
beta [grad]

4

5

6

7

M
as

se
nb

el
eg

un
gs

di
ch

te
 [N

uk
le

os
om

en
/1

1n
m

]

Abbildung 6.3: Massenbelegungsdichte eines simulierten Polynukleo-

soms bei �=26Æ in Abh�angigkeit vom Verdrehungswinkel � zwischen zwei

aufeinanderfolgenden Nukleosomen.

Verteilungsbreite mittlerer Radius Massenbelegungsdichte

[nm] [Nukleosomen/11 nm]

0Æ 31,8�0,1 6.14�0.11
20Æ (31,8�0,0)�0,1 (6,15�0,01)�0,10
40Æ (31,4�0,2)�0,2 (6,07�0,05)�0,10

Tabelle 6.2: Mittlerer Radius und Massenbelegungsdichte von Polynu-

kleosomen mit �=26Æ und � normalverteilt mit Schwerpunkt bei 110Æ

und verschiedenen Verteilungsbreiten. Der erste angegebene Fehler ist

der Fehler der Mittelwerte, der zweite angegebene Fehler die Standard-

abweichung.
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Abbildung 6.4: Visualisierung zweier Kon�gurationen einer simulierten

Chromatin�ber mit �=26Æ und �=110Æ. Die roten Zylinder stellen die

Nukleosomen dar, die blauen Zylinder die DNA.
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Normalverteilung zuf�allig gew�ahlt2. Der Schwerpunkt der Verteilung ist 110Æ.

Es wurden f�ur verschiedene Verteilungsbreiten jeweils drei verschiedene Kon-

�gurationen berechnet. In Tabelle 6.2 sind die Mittelwerte der Radien und

der Massenbelegungsdichten f�ur verschiedene Verteilungsbreiten wiedergege-

ben. Im Rahmen der Fehlergrenzen stimmen diese Werte �uberein.

6.1.5 Relaxierung aus gestrecktem Zustand

Es mu� sichergestellt werden, da� sich das System nach der Relaxierung im

Gleichgewicht und nicht in einem metastabilen Zustand be�ndet. Dazu wird

eine gen�ugend gro�e Anzahl der am Anfang erzeugten Kon�gurationen ver-

worfen (siehe den vorangehenden Abschnitt). Zum Nachweis eines stabilen

Gleichgewichtszustands werden Simulationen mit unterschiedlichen Anfangs-

kon�gurationen durchgef�uhrt und die Resultate miteinander verglichen.

Es wurden drei Simulationen durchgef�uhrt, bei denen nicht mit einer

kompakten, sondern mit einer gestreckten Konformation begonnen wurde.

Bei diesen Konformationen liegen alle DNA{Segmente und die Verbindungs-

linien der Koplungspunkte der DNA am Nukleosom auf einer Gerade (Ab-

bildung 6.6, Bild 1). Die Nukleosomenachsen sind dann parallel zu dieser

Geraden orientiert. Die Torsion zwischen den Elementen wird so gew�ahlt,

da� aufeinanderfolgende Nukleosomen gegen�uber liegen.

F�ur diese Rechnungen wurde ein kleinerer Wert f�ur den maximalen Win-

kel der Pivot{Schritte benutzt (1Æ), da bei Vorversuchen festgestellt wurde,

da� sich das System beim Equilibrieren sonst leicht in einen metastabilen

Zustand begibt und ungeordnete Strukturen erzeugt werden. Die maximale

Korrelationszeit f�ur dieses System tritt bei der Massenbelegungsdichte auf

und wurde auf 5000 Schritte bestimmt. Es wurden jeweils 5�106 Schritte

gerechnet.

Nach etwa 3�106 Schritten ist das System im Gleichgewicht, wie die

Entwicklung der Energie und der Massenbelegungsdichte erkennen l�a�t (Ab-

bildung 6.5). Die Bildabfolge in Abbildung 6.6 gibt einen Eindruck von der

Dynamik einer der Rechnungen. Man erkennt auf dem ersten Bild die ge-

streckte Fiber und im letzten Bild eine kompakte Fiber. Tabelle 6.3 zeigt die

Mittelwerte des End{zu{End{Abstands und der Massenbelegungsdichte der

2Eine Zufallsgr�o�e hei�t normalverteilt, wen sie eine Dichte folgender Gestalt hat:

f(x) =
1p
2��

e�
1
2

(x�a)2

�
2

a ist der Schwerpunkt der Verteilung, � die Standardabweichung und 2� die Verteilungs-

breite.
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Abbildung 6.5: Entwicklung der Energie und der Massenbelegungsdich-

te eines simulierten Polynukleosoms im Verlauf einer Simulation, bei der

mit einer gestreckten Kon�guration begonnen wurde.
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relaxierten Kon�gurationen bei unterschiedlicher Startkon�guration. Diese

Werte sind im Rahmen der Schwankung unabh�angig von der Startkon�gura-

tion.

Start{ End{zu{End{Abstand Massenbelegungsdichte

kon�guration [nm] [Nukleosomen/11 nm]

kompakt 152�13 6,14�0,11
gestreckt (1) 149�16 6,16�0,10
gestreckt (2) 154�13 6,13�0,10
gestreckt (3) 151�13 6,15�0,10

Tabelle 6.3: Mittelwert und Standardabweichung des End{zu{End{Ab-

stands und der Massenbelegungsdichte in Abh�angigkeit von der Startkon-

�gurationen.

6.1.6 Ein
u� der St�arke der internukleosomalen Wech-

selwirkung

Die St�arke der internukleosomalen Wechselwirkung wird durch den Parame-

ter �0 des Gay{Berne{Potentials skaliert. Der Wert dieses Parameters kann

aus experimentellen Ergebnissen nur eingegrenzt werden (Kapitel 3.4.2). Um

den m�oglichen Fehler durch die Wahl von �0 abzusch�atzen, wurde der Ein
u�

dieses Parameters durch Simulationen von Polynukleosomen bei verschiede-

nen Werten von �0 untersucht. In Abbildung 6.7 ist die Massenbelegungs-

dichte in Abh�angigkeit von �0 abgebildet. Die Werte liegen in einem Bereich

von 6,0 bis 6,3 Nukleosomen pro 11 nm. Die Massenbelegungsdichte nimmt

mit wachsender St�arke der internukleosomalen Wechselwirkung zu. Oberhalb

0,4 kBT bildet sich keine stabile Fiber aus. Sie kollabiert �ahnlich wie in Ab-

bildung 6.16.

6.1.7 Ein
u� der Salzkonzentration

Die Salzkonzentration besitzt einen wesentlichen Ein
u� auf die Konforma-

tion der Chromatin�ber (Kapitel 1.2.2). In dem vorgestellten Modell �andert

sich mit der Salzkonzentration die elektrostatische Wechselwirkung der DNA.

Um die Auswirkung dieser �Anderung quantitativ zu studieren, wurden Simu-
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Abbildung 6.6: Kompaktierung eines Polynukleosoms ausgehend von

einer gestreckten Kon�guration. Links oben die Startkon�guration, rechts

unten die Endkon�guration. Zwischen den ersten 5 Bildern liegen etwa

1,5�104 Monte Carlo{Schritte, zwischen den letzten beiden 105 Schritte.
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Abbildung 6.7: Mittelwert und Standardabweichung der Massenbele-

gungsdichte eines simulierten Polynukleosoms in Abh�angigkeit vom Pa-

rameter der St�arke der internukleosomalen Wechselwirkung �0.

lationen von Polynukleosomen bei verschiedener Salzkonzentration durch-

gef�uhrt.

Es wurden Polynukleosomen mit den Parametern �=26Æ, �=110Æ und

einer Linker{DNA{L�ange von 3,9 nm simuliert. In Abbildung 6.8 sind die

Massenbelegungsdichten der simulierten Fibern in Abh�angigkeit von der Salz-

konzentration zusammen mit experimentellen Werten (Abbildung 1.9) darge-

stellt. Bei Salzkonzentrationen unter 70mMNaCl werden die experimentellen

Werte nicht reproduziert.

Die Abh�angigkeit des e�ektiven Winkels zwischen einlaufender und aus-

laufender Linker{DNA von der Salzkonzentration wird in Abbildung 6.9 dar-

gestellt. Die Werte bei niedrigen Ionenst�arken stimmen nicht mit den ex-

perimentellen Werten �ubereinen (Kapitel 1.2.1). Deswegen wurden auch Si-

mulationen bei einer Salzkonzentration 5 mM NaCl mit �=42Æ und �=75Æ

durchgef�uhrt. Die Ergebnisse sind ebenfalls in den Abbildungen 6.8 und 6.9

abgebildet. Die resultierenden Fibern sind noch kompakter. Die Massenbe-

legungsdichten stimmen deutlich schlechter mit den experimentellen Ergeb-

nissen �uberein.
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Abbildung 6.8: Massenbelegungsdichte eines simulierten Polynukleo-

soms in Abh�angigkeit von der Salzkonzentration. Dargestellt sind die

experimentellen Werte (Æ) und die Werte aus der Simulation bei �=26Æ

(�), 42Æ (N) und 75Æ (H).

6.1.8 Persistenzl�ange

Die Persistenzl�ange der Fibern kann wie in Kapitel 5.4 beschrieben mit Hil-

fe von Splines bestimmt werden. F�ur die Kon�guration �=26Æ und �=110Æ

ergibt sich ein Wert von 265 nm, der im oberen Bereich der experimentellen

Werte liegt (Kapitel 1.2.2). Die Standardabweichung dieses Werts ist in der

Gr�o�enordnung des Wertes selber. Eine �Ubersicht der Persistenzl�angen bei

verschiedenen Werten von �und �nuc gibt Abbildung 6.10. Die Persistenzl�ange

wird mit wachsendem � gr�o�er. Die St�arke der internukleosomalen Wechsel-

wirkung spielt dagegen keine Rolle. Die Schwankungen lkiegen im Bereich der

Ungenauigkeit der Rechnung. Aus diesen Ergebnissen kann man den Fehler

des Mittelwerts auf 20 nm absch�atzen.

Ist � nicht in der gesamten Fiber konstant, sondern wird gem�a� einer

Gau�verteilung mit dem Schwerpunkt bei 110Æ zuf�allig gew�ahlt, ergeben sich

geringere Werte der Persistenzl�ange. Die Persistenzl�angen f�ur die verschiede-

nen Kon�gurationen sind in Tabelle 6.4 angegeben.
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Abbildung 6.9:Winkel zwischen einlaufender und auslaufender Linker{

DNA eines simulierten Polynukleosoms in Abh�angigkeit von der Salzkon-

zentration. Dargestellt sind die Werte aus der Simulation bei �=26Æ (�),

42Æ (N) und 75Æ (H).

Breite der Verteilung Persistenzl�ange (nm)

0Æ 265

20Æ 270 268 260

40Æ 205 182 244

Tabelle 6.4: Persistenzl�ange von simulierten Polynukleosomen mit

�=26Æ und � gau�verteilt mit Schwerpunkt bei 110Æ bei verschiedenen

Verteilungsbreiten. F�ur Verteilungsbreiten von 20Æ und 40Æ wurden je-

weils drei verschiedene Kon�gurationen simuliert.
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Abbildung 6.10: Persistenzl�ange einer Fiber mit �=26Æ in Abh�angig-

keit von � (oben) und dem Parameter der St�arke der internukleosomalen

Wechselwirkung �nuc (unten).
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6.1.9 Internukleosomaler Abstand

Die mittlere Abstand zwischen direkt verbundenen Nukleosomen der Fiber

mit �=26Æ und �=110Æ bei einer Salzkonzentration von 100mM NaCl be-

rechnet sich zu 19,33�0,05 nm. Dieser liegt �uber den experimentellen Werten

von 14 nm f�ur Dinukleosomen. Um zu �uberpr�ufen, ob dieser Wert durch Be-

dingungen der Packung in die Fiber bedingt wird, wurden Dinukleosomen

mit den gleichen Parametern simuliert. Es wurden 106 Monte Carlo{Schritte

durchgef�uhrt. Aus diesen Daten berechnet man f�ur den internukleosomalen

Abstand 19,5�0,4 nm. Diese Zahl liegt ebenfalls �uber dem experimentell be-

stimmten Wert.

6.1.10 Ein
u� der L�ange der Linker{DNA
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Abbildung 6.11: Mittlerer Durchmesser simulierter Polynukleosomen

in Abh�angigkeit von der L�ange der Verbindungs{DNA

Um den Ein
u� der L�ange der Linker{DNA zu untersuchen, wurden

Systeme mit l�angerer Verbindungs{DNA berechnet. In Abbildung 6.13 ist

die Abh�angigkeit der Massenbelegungsdichte vom Verdrehungswinkel � zwi-

schen Nukleosomen bei simulierten Fibern mit 100 Nukleosomen, �=26Æ und

einer Verbindungsl�ange von 22 bp und 33 bp dargestellt. Bei einer Verbin-
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dungsl�ange von 33 bp bildet sich f�ur Werte von � oberhalb 80Æ keine stabile

Fiber. Der experimentelle Wert von 6 Nukleosomen pro 11 nm wird nicht

erreicht. Der mittlere Durchmesser der Fibern sind in Abbildung 6.11 darge-

stellt. Kon�gurationen dieser Fibern sind in Abbildung 6.14 visualisiert.

Zur Untersuchung des Ein
u�es der Ladungsdichte der Linker{DNA wur-

den Polynukleosomen mit einer Verbindungsl�ange von 33 bp und �=60Æ mit

reduzierter Ladungsdichte simuliert. Bis zu einer Reduktion auf 33% bildet

sich eine stabile Fiber. Abbildung 6.12 zeigt die Abh�angigkeit der Massenbe-

legungsdichte von der Reduktion. Auch mit einer maximalen Reduktion auf

33% wird der experimentellen Wert nicht reproduziert.
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Abbildung 6.12: Massenbelegungsdichte eines simulierten Polynukleo-

soms mit einer L�ange Linker{DNA von 33 bp bei �=26Æ und �=60Æ in

Abh�angigkeit von der Ladungsdichte der Linker{DNA.
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Abbildung 6.13: Massenbelegungsdichte eines simulierten Polynukleo-

soms mit einer L�ange Linker{DNA von 22 bp (oben) und 33 bp (unten)

bei �=26Æ in Abh�angigkeit vom Verdrehungswinkel � zwischen Nukleo-

somen. Die DNA ist an den Nukleosomen{Stamm gekoppelt.
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Abbildung 6.14: Visualisierungen von simulierten Chromatin�bern mit

Verbindungs{DNA der L�ange 22 bp und 33 bp. Die DNA ist an den

Nukleosomen{Stamm gekoppelt. Die roten Zylinder entsprechen den Nu-

kleosomen, die blauen Zylinder der Linker{DNA.
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6.2 Ankopplung der Verbindungs{DNA am

Core{Zylinder

In diesem Abschnitt werden Polynukleosomen untersucht, bei denen die Ver-

bindungs{DNA in zwei Punkten im Abstand von 3,1 nm an dem Zylinder des

Nukleosomen{Core{Partikels angekoppelt ist (Abbildung 3.4, Modell 1).

Die Verbindungs{DNA wird durch drei Segmente modelliert, von denen

die direkt an das Nukleosom gekoppelten Segmente keine Ladung tragen.

Entsprechend der Neutralisierung durch das Linker{Histon besitzen die un-

geladenen Segmente eine L�ange von 5 bp. Es wurden Systeme mit 100 Nu-

kleosomen mit Verbindungs{DNA der L�angen 15 bp und 40 bp berechnet.

Die Salzkonzentration des L�osungsmittels betr�agt 100mM NaCl. Die Simu-

lationen wurde bei einer Temperatur von 20ÆC durchgef�uhrt.
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Abbildung 6.15: Massenbelegungsdichte eines simulierten Polynukleo-

soms mit einer Verbindungs{DNA der L�ange 15 bp bei �=30Æ in Abh�an-

gigkeit von �. Die DNA ist an den Nukleosomen{Core gekoppelt.

Bei Polynukleosomen mit einer Verbindungs{DNA der L�ange 15 bp wurde

ein Wert von �=30Æ zwischen ein{ und auslaufender Linker{DNA gew�ahlt.

Der e�ektive Winkel betr�agt dann etwa 36Æ. Die Abh�angigkeit der Massenbe-

legungsdichte der Fiber von � ist in Abbildung 6.15 dargestellt. Bei �=120Æ

entspricht der Wert der Massenbelegungsdichte in etwa dem experimentel-
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len Wert. Der mittlere Durchmesser der Fiber ist (28,0�0,1) nm, der mittlere
maximale Radius (31,2�1,7) nm. Die Persistenzl�ange ist 280 nm. Der mittlere
Winkel zwischen Nukleosomenachse und Fiberachse ist 55,2Æ�0,7Æ, zwischen
der DNA und Fiberachse 85,6Æ�0,8Æ.

Bei Polynukleosomen mit Verbindungs{DNA der L�ange 40 bp wurde ein

Wert von �=37Æ, der Winkel � wurde aus dem Bereich von 25Æ bis 40Æ

gew�ahlt. Der Parameter �0 wurde von kBT=4 bis 2kBT variiert. Trotz der

gro�en Variation in den Parametern ist es nicht gelungen, eine stabile Fiber

zu erzeugen. Abbildung 6.16 zeigt eine der Kon�gurationen.

Abbildung 6.16: Visualisierung einer simulierten Chromatin�ber

mit einer Verbindungs{DNA der L�ange 40 bp. Die DNA ist an den

Nukleosomen{Core gekoppelt. Die roten Zylinder entsprechen den Nu-

kleosomen, die blauen Zylinder der Linker{DNA. Es bildet sich keine

stabile Fiber.



Kapitel 7

Diskussion und

Zusammenfassung

Das Verst�andnis der Struktur der Chromatin�ber ist ein zentrales Problem

der molekularen Biochemie, da sie f�ur die Kontrolle der Genaktivit�at von fun-

damentaler Bedeutung ist. Bisherige Modelle beschreiben den Aufbau der Fi-

ber durch eine geometrische Anordnung ihrer Bestandteile, den Nukleosomen

und der sie verbindenden DNA. Geometrische Modelle vernachl�assigen aber

den Ein
u� von thermischen Fluktuationen, der sog. Brownschen Bewegung.

Sie sind nicht in der Lage, die Auswirkung von Modi�kationen der Bestand-

teile der Fiber oder Ver�anderungen des umgebenden Mediums zu ber�ucksich-

tigen. In dieser Arbeit wurde ein neuartiges physikalisches Modell entwickelt,

das die Eigenschaften der Bestandteile der Fiber und den Ein
u� der Tem-

peratur explizit und detailliert modelliert. Damit war es m�oglich, Aufbau

und Eigenschaften der Fiber quantitativ zu erkl�aren. Die Leistungsf�ahigkeit

des vorgestellten Modells wurde durch Vergleich mit experimentell ermit-

telten Eigenschaften nachgewiesen. Dar�uberhinaus ist es nun in einfacher

Weise m�oglich, in systematischen Studien den Ein
u� sowohl von �au�eren

Parametern als auch von Modi�kationen der Bestandteile auf die Fiber zu

untersuchen.

Vergleich mit bisherigen Modellen von Chromatin

Das Zick{Zack{Modell von Woodcock et al. [WGHW93] beschreibt Chroma-

tin durch die geometrische Lage der Nukleosomen und der sie verbindenden

DNA (Kapitel 1.2.3). Dieses Modell wird durch den Winkel zwischen der

an das Nukleosom angekoppelten DNA �, den Verdrehungswinkel zwischen

aufeinanderfolgenden Nukleosomen � und die L�ange der Linker{DNA pa-

rametrisiert (Abbildung 1.12). Darauf aufbauend wurde von Ehrlich et al.
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ein Computermodell der Chromatin�ber vorgeschlagen [Ehr96, EMCL97].

Die DNA wurde hierbei durch elastische, elektrisch geladene Zylinder be-

schrieben, die Nukleosomen vereinfacht durch sph�arische, repulsive Lennard{

Jones{Potentiale. Weiterhin wurde angenommen, da� die Nukleosomen steif

an die DNA gebunden sind. Die Kon�gurationen wurden mit Hilfe eines

Brownsche Dynamik{Protokolls erzeugt, mit dem zeitabh�angige Trajektori-

en berechnet wurden. Mit diesem Simulationsverfahren konnten experimen-

tell bestimmte SedimentationskoeÆzienten reproduziert werden. Gestreckte

Ausgangskon�gurationen von Nukleosomenketten relaxierten in �berartige

Gebilde. Es zeigten sich jedoch drei wesentliche Schw�achen:

� Es war nicht m�oglich, die Massenbelegungsdichte zu reproduzieren.

� Simulationen von Ketten mit mehr als 25 Nukleosomen sind sehr auf-

wendig in Bezug auf Rechenzeit, da das verwendete Brownsche Dyna-

mik{Protokoll von einer Zeitkomplexit�at von N3 ist, mit N als Anzahl

der Segmente.

� Ver�anderungen des Modells an sich sind durch die Struktur des Compu-

terprogramms nur mit erheblichem Zeitaufwand m�oglich. Ebenso sind

Portierungen auf andere Rechnerplattformen sehr aufwendig.

Im hier entwickelten Modell wurde zun�achst auf die Zeitabh�angigkeit

verzichtet und ein deutlich schnellerer Monte Carlo{Algorithmus zur Be-

rechnung von repr�asentativen Gleichgewichtsensemblen implementiert. Da-

mit war es m�oglich, Struktur und Wechselwirkungseigenschaften der Chro-

matin�ber realistischer zu beschreiben. Die Nukleosomen werden als Ellip-

soide modelliert. Ihre Wechselwirkung wird durch das Gay{Berne{Potential

beschrieben. Nukleosomen und DNA sind elastisch gekoppelt.

Zur Berechnung des Modells wurde ein objektorientiertes Computer{

Programm entwickelt. Es wurde nachgewiesen, da� es prinzipiell auf allen

UNIX{Plattformen lau��ahig ist1. Durch Parallelisierung des Programms

konnte die Rechenzeit bei Verwendung von Shared Memory{Rechnern we-

sentlich verk�urzt werden.

Das Modell von Ehrlich ben�otigt lediglich zur Relaxierung eines Systems

mit 25 Nukleosomen etwa zwei Wochen CPU{Zeit eines heutigen Worksta-

tionprozessors. Die Relaxierung eines Systems mit 100 Nukleosomen w�urde

also etwa 2 Jahre erfordern, w�ahrend das hier verwendeten Programm nur

3 Tage ben�otigt. In zwei Wochen k�onnen dar�uberhinaus etwa 400 statistisch

1Voraussetzung ist die �Ubereinstimmung mit den wesentlichen POSIX{Standards und

ein gen�ugend leistungsf�ahiger C++{Compiler.
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unabh�angige Kon�gurationen eines Systems von 100 Nukleosomen erzeugt

werden2. Durch die Parallelisierung ist es damit m�oglich, auf einer gew�ohnli-

chen Dualprozessor{Workstation die Eigenschaften einer langen Fiber inner-

halb einer Woche zu berechnen.

Die Struktur des Programms ist so bescha�en, da� ein Brownsche Dyna-

mik{Algorithmus leicht eingef�ugt werden kann.

Parametrisierung des Modells

Die Wechselwirkungsparameter des Modells wurden aus Ergebnissen experi-

menteller Untersuchungen abgeleitet. F�ur DNA wurden die Wechselwirkungs-

parameter wie in herk�ommlichen Simulationsrechnungen superhelikaler DNA

gew�ahlt (Tabelle 3.2). Sie sind direkt in einer Vielzahl von Experimenten

bestimmt worden. Die Wahl der Parameter der internukleosomalen Wechsel-

wirkung erfolgte durch Vergleich von experimentellen Daten von Fl�ussigkri-

stallen aus Nukleosomen{Core{Partikeln mit Ergebnissen von Simulations-

rechnungen von Gay{Berne{Teilchen. Sowohl bei Simulationsrechnungen als

auch im Experiment ist bei geeigneter Konzentration ein Phasen�ubergang

in eine diskotisch columnare Phase zu beobachten. Mit Hilfe der Tempera-

turabh�angigkeit dieses Vorgangs und der Geometrie der columnaren Phase

werden die Parameter des Gay{Berne{Potentials kalibriert (Kapitel 3.4.2).

Kopplung von DNA und Nukleosomen

Die Linker{DNA bildet bei H�uhnerzellen zusammen mit dem Linker{Histon

den Nukleosomenstamm [BHG+98]. Besitzt Chromatin jedoch eine k�urzere

Repeat{L�ange als etwa 195 bp, so ist die Existenz eines Nukleosomenstamms

unwahrscheinlich, da dann die L�ange der DNA zwischen den St�ammen �au�erst

kurz w�are (Kapitel 3.4.3). In dieser Arbeit wurden Systeme mit und ohne

Nukleosomenstamm untersucht.

Simulationen mit Nukleosomenstamm

Bei Simulationen von Chromatin mit Nukleosomenstamm wurden die DNA{

Segmente nicht unmittelbar an den Zylinder des Nukleosomen{Cores ange-

koppelt, sondern an zwei Punkten des Nukleosomenstamms (Kapitel 3.1.2).

Der Abstand zwischen den Kopplungspunkten entspricht dem der DNA{

Str�ange im Nukleosomen{Core{Partikel. Gem�a� den Werten aus cryo{elek-

2In Experimenten werden die Eigenschaften von Polynukleosomen mit typischerweise

25 bis 100 Nukleosomen untersucht.



90 Diskussion und Zusammenfassung

tronenmikoskopischen Aufnahmen wurde der Abstand der Kopplungspunkte

von der Nukleosomenachse gew�ahlt.

In diesem Modell wurde eine detaillierte Anpassung der Winkel zwischen

einlaufender und auslaufender Linker{DNA � und zwischen aufeinanderfol-

genden Nukleosomen � (Abbildung 1.12) durch Vergleich mit experimentellen

Werten durchgef�uhrt: Der Winkel � stellt den Gleichgewichtswinkel aufgrund

von elastischen Wechselwirkungskr�aften dar. Im Modell wird jedoch ein da-

von abweichender Winkel ermittelt und zwar erh�oht durch die elektrostati-

sche Wechselwirkung der DNA{Segmente. Der Winkel � wurde folglich so

gew�ahlt, da� die Werte des berechneten und experimentell bestimmten Win-

kels (im Rahmen der Me�toleranz) �ubereinstimmen. Der Winkel � wurde so

angepa�t, da� die Massenbelegungsdichte der Fiber mit dem experimentellen

Wert �ubereinstimmt. Bei einer Repeat{L�ange von 200 bp erh�alt man Werte

von �=28Æ und �=110Æ.

Berechnungen dieser Fibern, die Polynukleosomen mit den so gew�ahlten

Werten von � und � bilden, reproduzieren (im Rahmen des experimentellen

Fehlers) den experimentellen Wert des Durchmessers der Fiber sowie der

Neigung der Nukleosomen und der DNA zur Fiberachse.

Ist der Wert von � nicht in der gesamten Fiber konstant, sondern wird

l�angs der Fiber gem�a� einer Normalverteilung zuf�allig gew�ahlt, so ergeben

sich Fibern, die den experimentellen Wert der Massenbelegungsdichte und

des Radius ebenso reproduzieren.

Der Wert der Persistenzl�ange der mit dem hier entwickelten Modell be-

rechneten Chromatin�ber wird mit zunehmender Breite der Verteilung von

� geringer. Ist � konstant, erh�alt man einen Wert von 260 nm. Bei einer Brei-

te von 40Æ ergibt sich einen Wert von durchschnittlich 210 nm. Diese Werte

sind vertr�aglich mit dem grob abgesch�atzten Wert von 70 bis 130 nm, der aus

experimentellen Daten der Abstandsverteilung von genetischen Markern im

Zellkern unter Annahme einfacher Modelle berechnet wurde (Kapitel 1.2.2,

Seite 16). Es ist zu erwarten, da� die Persistenzl�ange bei gr�o�erer Vertei-

lungsbreite von � besser mit den experimentellen Werten �ubereinstimmt. Die

berechneten Persistenzl�angen sind mit dem durch Rasterkraftmikroskopie ge-

wonnenen Wert von 30{50 nm nicht vereinbar [HMCL97, Cas94]. Der Grund

hierf�ur ist, da� zur Beobachtung mit Rasterkraftmikroskopie die Chromatin-

�bern durch elektrostatische Wechselwirkung an eine Glimmer{Ober
�ache

gebunden werden. Durch diese Kr�afte wird jedoch die Struktur gest�ort, wo-

durch die Abweichung zu den anderen experimentellen und den hier vorge-

stellten theoretischen Werten erkl�art werden kann.

Die St�arke der internukleosomalen Kr�afte ist aus Ergebnissen experimen-

teller Untersuchungen nur grob absch�atzbar. Durch die Simulationen bei ver-
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schiedenen Wechselwirkungsst�arken wurde nachgewiesen, da� dieser Parame-

ter lediglich einen geringen Ein
u� auf die Massenbelegungsdichte und die

Persistenzl�ange hat. Dies stellt sicher, da� die Unsicherheit in dieser Gr�o�e

keine entscheidende Auswirkung auf die Ergebnisse besitzt.

Die bisher diskutierten Polynukleosomen besitzen eine Verbindungsl�ange

von 11 bp und somit einer Repeatl�ange von 200 bp, wie sie beispielsweise

in Chromatin von Rattenlebern gefunden wird. Die simulierten Polynukleo-

somen mit gr�o�erer Repeat{L�ange bilden ebenfalls Fibern. So besitzen die

simulierten Fibern mit einer Repeatl�ange von 212 bp, wie z.B. in H�uhnerery-

throzyten, Eigenschaften, die mit den experimentellen Werten (im Rahmen

des experimentellen Fehlers) vereinbar sind. Bei einer noch gr�o�eren Repeat{

L�ange von 223 bp, wie z.B. in Seeigelsperma, ist der experimentelle Wert der

Massenbelegungsdichte nicht reproduzierbar. Zellen mit so langer Linker{

DNA besitzen weitere Faktoren wie z.B. Spermin. Ohne diese Faktoren ist

anscheinend die Kompaktierung der Fiber nicht m�oglich.

Der experimentelle Wert des internukleosomalen Abstands von Dinukleo-

somen betr�agt bei physiologischer Salzkonzentration 14 nm (Kapitel 1.2.2,

Seite 81). Eine Simulation von Dinukleosomen mit einer Verbindungsl�ange

von 11 bp ergibt hingegen 19,5�0,4 nm. Trotzdem stimmen globale Eigen-

schaften der simulierten Fiber wie die Massenbelegungsdichte, der Durch-

messer, die Neigung der Nukleosomen und der DNA zur Fiberachse und die

Persistenzl�ange mit den experimentellen Ergebnissen �uberein. Hieraus ergibt

sich, da� die lokale Eigenschaft des internukleosomalen Abstands keinen we-

sentlichen Ein
u� auf die globalen Eigenschaften der Fiber hat und damit

keine entscheidende Auswirkung auf die Ergebnisse des Modells besitzt.

Bei den Simulationen wurde eine physiologische Salzkonzentration von

100mM NaCl angenommen. Bei in vitro{Experimenten beobachtet man bei

abnehmender Salzkonzentration eine geringere Massenbelegungsdichte. Die-

ser E�ekt wird qualitativ vom hier entwickelten Modell wiedergegeben. Die

Werte der Massenbelegungsdichte stimmen quantitativ jedoch nicht �uberein.

Ursache hierf�ur ist, da� bei geringerer Ionenst�arke sich die Kon�guration

der Nukleosomen ver�andert [Hol89] und der Wert von � zunimmt. Weiterhin

kann aufgrund der Konformations�anderung der Nukleosomen eine Ver�ande-

rung von � erwartet werden. Dar�uberhinaus ist zu erwarten, da� sich die in-

ternukleosomale Wechselwirkung mit der Salzkonzentration ver�andert. Diese

E�ekte sind bisher jedoch nicht ausreichend untersucht worden, um sie in

den bisherigen Rechnungen ber�ucksichtigen zu k�onnen.
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Simulationen ohne Nukleosomenstamm

In hier durchgef�uhrten Simulationen von Chromatin ohne Nukleosomenstamm

werden die DNA{Segmente direkt an die Nukleosomen{Core{Partikel gekop-

pelt. Polynukleosomen, deren Repeat{L�ange von 192 bp z.B. der von Chro-

matin in HeLa{Zellen entspricht, bilden in der Simulation Fibern, deren Mas-

senbelegungsdichte, Durchmesser, Neigung von DNA und Nukleosomen zur

Fiberachse sowie Persistenzl�ange mit den experimentellen Werten vereinbar

sind.

Nukleosom

Verbindungs-DNA

Abbildung 7.1: Skizze zur Begr�undung, warum die Fiber bei Kopplung

der Verbindungs{DNA an das Core{Partikel und gro�er Repeat{L�ange

nicht stabil ist.

Wird im Modell die L�ange der Verbindungs{DNA wesentlich l�anger ge-

w�ahlt, so da� die Repeatl�ange beispielsweise der von Chromatin von H�uhner-

erythrozyten entspricht, bilden sich in den Simulationen keine Fibern. Statt-

dessen erh�alt man ungeordnete Kon�gurationen. Ursache daf�ur ist, da� Nu-

kleosomen, die auf der Fiber weiter entfernt sind, sich aufgrund der gro�en

Flexibilit�at der langen Verbindungs{DNA zwischen andere Nukleosomen le-

gen k�onnen (Abbildung 7.1). Erst das Vorhandensein des Nukleosomen-

stamms bei langer Repeatl�ange erm�oglicht also die Ausbildung einer Fiber.

Schlu�folgerung

Bisherige Modelle der Chromatin�ber wie das Solenoid{Modell oder das

Zick{Zack{Modell sind lediglich in der Lage, qualitative Aussagen �uber die

Struktur der Fiber zu machen. Die Beschreibung bleibt rein geometrisch,

ohne auf physikalischen Eigenschaften der Bestandteile einzugehen. Der Er-

kenntnisgewinn und die Anwendbarkeit dieser Modell bleibt damit gering.

Das in dieser Arbeit vorgestellte Modell ist den bisherigen Modellen deut-
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lich �uberlegen, da es experimentell bekannte Eigenschaften wie Durchmesser,

Massenbelegungsdichte, Neigung der Nukleosomen und der DNA zur Fiber-

achse sowie die Persistenzl�ange der Fiber quantitativ auf die physikalischen

Eigenschaften der Konstituenten zur�uckzuf�uhrt. Es bildet die Basis f�ur wei-

terf�uhrende Arbeiten, indem es die M�oglichkeit bietet, den Ein
u� beliebiger

Faktoren auf die Fiber detailliert zu studieren und Hypothesen �uber die Me-

chanismen der Regulation der Packung der Fiber zu �uberpr�ufen.
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Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein numerischen Computermodell der Chromatin�ber

entwickelt. Es wurde nachgewiesen, da� das Modell in der Lage ist, experi-

mentelle Eigenschaften der Fiber zu reproduzieren. Damit wurde gezeigt, da�

das Modell den Aufbau der Fiber prinzipiell richtig beschreibt. Dies stellt

einen wesentlichen Fortschritt im Verst�andnis der Chromatin�ber dar.

Die wesentlichen Eigenschaften werden richtig wiedergegeben { das Mo-

dell kann in weiten Bereichen jedoch noch verbessert werden. Die Abh�angig-

keit der Massenbelegungsdichte von der Salzkonzentration wird lediglich qua-

litativ wiedergegeben. Dies beruht auf bisher unvollst�andigen Kenntnissen

�uber die Abh�angigkeit der Winkel � und � von der Salzkonzentration. Un-

bekannt ist ebenfalls die Abh�angigkeit der Wechselwirkung der Nukleosomen

von der Salzkonzentration. Es sind weitergehende theoretische und experi-

mentelle Untersuchungen dieser E�ekte auf molekularer Ebene notwendig,

um sie angemessen im Modell ber�ucksichtigen zu k�onnen.

Zwei Fragestellungen wurde von dieser Arbeit nicht bearbeitet: die Aus-

wirkungen von Modi�kationen der Histone auf die Packung sowie die Zeit-

bereiche, in denen diese �Anderungen statt�nden.

Experimente zeigen, da� Modi�kationen der Histone die Packungsdich-

te der Fiber ver�andern [Fel96]. Diese E�ekte konnten jedoch bisher nicht in

die Rechnungen integriert werden, da hierf�ur weitere Kenntnisse der Details

�uber internukleosomale Wechselwirkungen erforderlich sind. Deswegen ist es

notwendig, die St�arke der internukleosomalen Wechselwirkung experimentell

zu bestimmen. Daf�ur kann beispielsweise ein Nukleosom an einer Ober
�ache

immobilisiert und ein anderes Nukleosom an einer Spitzes eines Rasterkraft{

Mikroskops befestigen wird. Hiermit k�onnte die Kraft zwischen den Nukleo-

somen als Funktion ihrer Entfernung bestimmen werden. Erg�anzend hierzu

k�onnen unter Verwendung der bekannten Struktur des Nukleosomen{Core{

Partikels und der globularen Dom�ane des Linker{Histons theoretische Rech-

nungen dieses Systems mit Hilfe von Molekulardynamik durchgef�uhrt wer-

den.
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Die Zeitbereiche, in denen Umordnungen in der Fiber bei Ver�anderung

beispielsweise der internukleosomalen Wechselwirkung oder des Winkels �

statt�nden, sind von Interesse, um ihren Ein
u� auf die Kinetik von Re-

gulationsprozessen der Zelle besser zu verstehen. Diese Zeiten k�onnten mit

Hilfe eines Brownsche{Dynamik{Algorithmus anstatt des verwendeten Mon-

te Carlo{Verfahrens berechnet werden [EM78, Fix78]. Das f�ur diese Arbeit

erstellte Computerprogramm ist f�ur die Implementation dieses Verfahrens

bereits ausgelegt.



Anhang A

Momente h�oherer Ordnung der

idealen Zufallskette

In diesem Kapitel wird die Ableitung zu Gleichung 2.7 in Kapitel 2.1.1 an-

gegeben.

Sei ~R der End{zu{End{Abstand einer idealen Zufallskette mit Segmentl�ange

b0 (Gleichung 2.5). Dann gilt f�ur h~R2 ~R2i:

h~R2 ~R2i
b40
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r̂n sind dabei die normierten Verbindungsvektoren. Weiterhin gilt

h(r̂ir̂i) (r̂j r̂j)i = 1

h(r̂ir̂j) (r̂kr̂l)i = 0 ijkl sonst (A.2)

F�ur beliebige r̂i und r̂j mit i 6= j, wobei ' der Winkel zwischen den Vektoren

ist, gilt: 
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Einsetzten von Geichung A.1 und A.2 in A.3 ergibt

h~R2 ~R2i = b40

�
N2 +

1

2
N(N � 1)

�

= b40

�
3

2
N2 � N

2

�
(A.4)

Gleichung A.4 kann mit Gleichung 2.6 auch ausgedr�uckt werden wie

h~R2 ~R2i �
�
h~R2i

�2
=

1

2
N(N � 1)b40 (A.5)

Allgemein gilt [Kle93]

hR2li = (�1)l(2l + 1)!
X
mi

lY
i=1

1

mi!

�
N(2b0)

2i(�)iB2i
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wobei Bl die Bernoullizahlen B2 = 1=6, B4 = �1=30, . . . sind und die Summe
�uber mi der Einschr�ankung

l =

lX
i=1

i �mi (A.7)

unterliegt.



Anhang B

Formale Programmstruktur

B.1 �Ubersicht UML

Die Uni�ed Modeling Language (UML) von Grady Booch, Ivar Jacobson

und James Rumbaugh ist der Standard der Notation der objektorientier-

ten Modellierung. Sie stellt die Syntax f�ur die Notation als graphische Be-

schreibungssprache bereit und ist von der Object Modeling Group (OMG)1

standardisiert. Sie stellt kein Vorgehensmodell bereit. Im folgenden werden

die zur Dokumentation des Simulations{ und Auswertepackets verwende-

ten Diagramme beschrieben: Use{Case{Diagramm, Packetdiagramm , Se-

quenzdiagramm und Klassenstrukturdiagramm. Es existieren weitere Dia-

grammtypen (z.B. Verteilungsdiagramm, Aktivit�atendiagramm, Zustands-

diagramm), auf die aber nicht weiter eingegangen werden soll. Die Darstel-

lung bleibt auf Grund der K�urze zwangsl�au�g abstrakt. Eine vollst�andige

Darstellung �ndet sich in den Standards [RU97b, RU97d, RU97a, RU97c]

oder in Lehrb�uchern [Bur97, BRJ99]. Seit kurzem existieren Werkzeuge, mit

denen es m�oglich ist, direkt aus UML{Graphen Programm{Code zu erzeu-

gen. Dazu geh�oren beispielsweise Rose von Rational, OTW von OWIS oder

Together von Object International.

Zur �Ubersicht �uber die im folgenden vorgestellten Notationen sind in den

Abbildungen B.1 und B.2 die wichtigsten graphischen Elemente der UML

zusammengefasst. Diese Abbildungen sind in leicht modi�zierter Form dem

Lehrbuch von Booch, Jacobson und Rumbaugh [BRJ99] entnommen.

1Die OMG ist bekannt durch den CORBA{Standard.
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B.1.1 Use{Case{Diagramm

Use{Case{Diagramme zeigen die Funktionalit�at eines Systems oder einer

Klasse. Ein Use{Case{Diagramm ist ein Graph von Aktoren und Use{Cases,

die durch Kommunikation, Teilnahme oder Assoziation verbunden sind.

Use{Case kann am ehesten durch
"
Anwendungsfall\ �ubersetzt werden. Er

stellt eine zusammenh�angende Funktionseinheit dar, die durch Botschaften

mit dem System und den Aktoren wechselwirkt. Das Symbol des Use{Case

ist eine Ellipse, die den Namen des Use{Case tr�agt.

Ein Aktor ist eine Rolle eines Objekts, das direkt mit dem System und den

Use{Cases interagiert. Ein Objekt kann mehrere Rollen spielen und deswegen

durch verschiedene Aktoren dargestellt werden. Sein Symbol ist ein Rechteck

mit der Bezeichnung (dem Stereotyp)
"
Aktor\ oder ein Strichm�annchen mit

dem Namen des Aktors darunter.

Es gibt mehrere Standard{Beziehungen zwischen Use{Cases sowie zwi-

schen Use{Cases und Aktoren:

kommuniziert Die Teilnahme eines Aktors an einem Use{Case. Dies ist die

einzige Beziehung eines Aktors zu einem Use{Case. Sie wird durch eine

durchgezogene Linie dargestellt. Es ist m�oglich, eine Richtung durch

eine einfache Pfeilspitze anzuzeigen.

erweitert Ein Use{Case beinhaltet das spezi�sche Verhalten eines anderen

Use{Cases und erweitert es. Die Beziehung wird durch einen Generali-

sierungspfeil (ein Pfeil mit einem o�enen Dreieck als Spitze) dargestellt,

der mit dem Stereotyp
"
erweitert\ beschriftet ist.

benutzt Ein Use{Case benutzt einen anderen Use{Case. Insofern ist diese

Funktionalit�at des anderen Use{Case in diesem Use{Case enthalten.

Die Beziehung wird deswegen ebenfalls durch einen Generalisierungs-

pfeil dargestellt, der mit dem Stereotyp
"
benutzt\ beschriftet wird.

B.1.2 Packetdiagramm

Das Packetdiagramm gibt die Organisation des Systems wieder. Ein Packet

stellt eine zusammenh�angende Gruppe von Elementen eines Modells dar.

Packete k�onnen ineinander verschachtelt sein. Ein Packet kann sowohl andere

Packete als auch normale Elemente enthalten. Ein Element bzw. ein anderes

Packet geh�ort genau einem Packet.

Ein Packet wird als gro�es Reckteck mit einem kleinen Rechteck an der

oberen linken Ecke (dem
"
Reiter\) gezeichnet. Der Name be�ndet sich im

gro�en oder kleinen Rechteck. Abh�angigkeitsbeziehungen zwischen Packeten

werden mit gestrichelten Pfeilen dargestellt.
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B.1.3 Sequenzdiagramm

Ein Sequenzdiagramm stellt eine Interaktion in ihrer zeitlichen Abfolge dar.

Es zeigt die Objekte, die an den Interaktionen teilnehmen, anhand ihrer
"
Le-

benslinie\ und die zeitliche Reihenfolge der Botschaften, die sie austauschen.

Ein Sequenzdiagramm besitzt zwei Dimensionen: Die vertikale Dimension

repr�asentiert die Zeit und die horizontale verschiedene Objekte. Normaler-

weise verl�auft die Zeit von oben nach unten.

Ein Objekt wird als Rechteck dargestellt. Seine
"
Lebenslinie\ ist eine

vertikale, gestrichelte Linie. Die Zerst�orung des Objekts wird durch ein gro�es

Kreuz (�) dargestellt.
Die Aktivierung eines Objekts zeigt die Zeitdauer an, in der das Objekt

eine Aktion ausf�uhrt. Die Aktivierung wird durch ein hohes schmales Recht-

eck dargestellt, das auf der Lebenslinie des entsprechenden Objekts liegt. Es

ist mit dem Namen der entsprechenden Aktion gekennzeichnet.

Ein Botschaft ist eine Kommunikation zwischen Objekten, die Informa-

tion �ubertr�agt. Sie wird durch einen horizontalen, durchgezogenen Pfeil dar-

gestellt. Der Pfeil ist mit dem Namen der Botschaft beschriftet. Ein Objekt

kann auch an sich selber eine Botschaft schicken.

B.1.4 Klassenstrukturdiagramm

Klassendiagramme stellen die statische Struktur eines Modells dar: Klassen

und Typen, ihre innere Struktur und ihre Beziehungen zu anderen Klassen.

Die zeitliche Entwicklung wird nicht gezeigt. Eng verwandt ist das Objekt-

diagramm, das den Zusammenhang von Instanzen darstellt. Ein Klassen-

strukturdiagramm ist also ein Graph von Elementen, die mit verschiedenen

statischen Beziehungen verbunden sind.

Eine Klasse ist eine Beschreibung f�ur einen Satz von Objekten mit �ahnli-

cher Struktur, Verhalten und Beziehungen. Sie wird durch ein durchgezogenes

Rechteck dargestellt. Es kann bis zu drei Unterteilungen besitzen, die �uber-

einander angeordnet sind. Die oberste tr�agt den Klassennamen, die mittlere

die Liste der Attribute (Variablen der Klasse) und die unterste die Liste der

Operationen (Funktionen der Klasse). H�au�g wird nur der Name eingetra-

gen und auf die anderen beiden Teile verzichtet. Attribute und Operationen

k�onnen eine Sichtbarkeitskennung tragen: + f�ur public, # f�ur protected und

{ f�ur private.

Ein Template ist die Beschreibung einer Klasse mit einem oder mehreren

formalen Parametern. Es ist nicht direkt benutzbar. Ein kleines gestricheltes

Rechteck in der oberen rechten Ecke eines Symbols f�ur eine Klasse signalisiert,

da� es sich um eine Template{Klasse handelt. Es tr�agt die Liste der formalen



102 Formale Programmstruktur

Parameter. Die Instanzierung eines Templates wird durch einen gestrichelten

Pfeil dargestellt.

Die Vererbung von Klassen, auch Generalisierung genannt, ist die Bezie-

hung zwischen einer allgemeineren und einer spezielleren Klasse, die mit der

allgemeineren konsistent ist und diese um zus�atzliche Eigenschaften erwei-

tert. Sie wird durch einen durchgezogenen Pfeil mit einem o�enen Dreieck

als Spitze dargestellt, die in Richtung der Basis{Klasse zeigt.

Mit Assoziation bezeichnet man allgemein die Beziehung zwischen Klas-

sen. Sie wird durch einen durchgezogene Linie dargestellt. Richtungen der As-

soziation k�onnen durch Pfeilspitzen angegeben werden. Die Assoziation kann

durch eine Beschriftung des Pfeils beschrieben werden. Aggregation, die en-

ge Zusammengeh�origkeit mehrerer Klassen, kann durch eine o�ene Raute am

Anfang des Pfeils ausgedr�uckt werden. Die Komposition ist eine besonders

enge Aggregation, die sich auch auf die Lebenslinie bezieht. Sie wird durch

eine ausgef�ullte Raute dargestellt. Die Anzahl der assoziierten Instanzen ei-

ner Klasse kann durch die Angabe
"
minimale Anzahl .. maximale Anzahl\

an der Pfeilspitze notiert werden.

B.2 Struktur des Simulations{ und Analyse-

packets

In folgenden werden die wichtigsten Strukturen des Simulations{ und Analy-

sepackets in UML{Diagrammen vorgestellt. Um die Darstellung �ubersichtlich

zu halten, wird nicht die komplette Struktur dargestellt, sondern nur die we-

sentlichen Aspekte.

B.2.1 Use{Case{Diagramm

Das Use{Case{Diagramm (Abbildung B.3) beschreibt die Anwendungsf�alle,

die die Kon�guration betre�en. Unter Kon�guration versteht man dabei das

Objekt, in dem sich die die Kon�guration beschreibenden Parameter be�n-

den. Dazu geh�oren beispielsweise die Koordinaten der Kette oder die Ge-

samtenergie. Zu den wichtigsten Anwendungsf�allen geh�ort das Einlesen und

Herausschreiben der Kon�guration, die Berechnung der Gesamtenergie und

die Durchf�uhrung der Monte Carlo{Schritte.

B.2.2 Packetdiagramm

Das System wurde in drei Teile unterteilt (Abbildung B.4): Das Paket sup-

port, in dem sich die Programmelemente (Klassen und Funktionen) be�nden,
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Folgekennzeichen

•

t:tread :Toolkit

run

p : Peer

a1 : run(3)

callbackLoop()

«create»

handleExpose()

«destroy»

• •

Nachricht

•
Kontrollfokus •

Rekursion

•

Aufruf •
Erzeugung

• Rückgabe

Zerstörung

• Lebenslinie

•

Objekt

Interaktion

Anwendungsfall

Auftrag erteilen•

Name

Geschäftsregeln•

Name

Packet

Shape

+origin : Point

+move(p : Point)
+resize(s :Scale)
+display()
+#invalidateRegion()

•

Name

•
Attribute

•
Sichtbarkeit •

Operationen

•
Signatur

Klasse

Abbildung B.1: Die wichtigsten graphischen Elemente der UML f�ur die

Darstellung von Programm Elementen.
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Abhängigkeit

Generalisierung

Assoziation

Quelle Ziel
Besitzer•

Name

Ende Ende
0..1

e : Arbeitgeber Arbeitnehmer

beschäftigt•

Name

•
*

Multiplizität

•

Navigation

••

RollennameSchnittstellenspezifizierung

nicht ausgefüllt Raute: Aggregation
ausgefüllte Raute: Komposition

OberklasseUnterklasse
Merkmal•

Diskriminator

Abbildung B.2: Die wichtigsten graphischen Elemente der UML f�ur die

Darstellung von Beziehungen zwischen Elementen.

die auch in anderen Programmen ohne weiteres benutzbar sind oder bereits

benutzt worden sind, das Paket base in dem sich die Elemente be�nden, die

zur Simulation benutzt werden, und das Paket analysis, in dem sich die Ele-

mente be�nden, die zur Analyse der Daten, die bei der Simulation erzeugt

wurden, benutzt werden.

Elemente des Packets base benutzen verschiedene Elemente der C++{

Standard{Bibliothek STL (Standard Template Library) wie z.B. verkettete

Listen. Elemente des Packets analysis benutzen Klassen der GNU C++ Li-

brary wie z.B. die Statistik{Klasse SmplStat.
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Anfangskonfiguration lesen

Konfiguration

Konfiguration schreiben

MC Schritt durchführen

Energie berechnen

»benutzt«

Abbildung B.3: Use{Case{Diagramm des Systems

support

base

analysis

STL

GNU C++ library

Abbildung B.4: Packetdiagramm des Systems
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B.2.3 Klassendiagramme

Modul support

Das Modul support (Abbildung B.5) besteht aus den Hilfsklassen Vector3D

(dreidimensionaler Vektor), Matrix (3�3{Matrix), der String-Klasse Strng

und XError, einer Klasse, die zur Ausnahmebehandlung verwendet wird. Die

Klassen RBuiltin, R16807 und R250 enthalten die Implementationen der ver-

schieden Zufallszahlengeneratoren (R steht f�ur random number generator),

die in Kapitel 4.4 beschrieben worden sind. Die Trajektory{Klassen TrjIndex,

TrjEntry und TrjEntryIterator werden zum Zugri� auf Trajektorien (Trj) auf

der Platte verwendet. Sie stellen eine Weiterentwicklung der von C. M�unkel

entwickelten Klassen dar. Die Daten werden in einer hierarchischen, doppelt{

verketteten Liste gehalten. Die Elemente sind die Instanzen der Klasse TrjEn-

try. Der Zugri� ist besonders performant, da ein ein Index{File (TrjIndex)

direkte Spr�unge im Trajektorie{File erlaubt. Der TrjEntryIterator stellt einen

Zugri� nach dem Iterator{Muster bereit.

Modul base

Im Modul base (Abbildung B.6) werden alle Strukturen de�niert, die zur Si-

mulation ben�otigt werden. Alle Daten der Segmente werden in Instanzen von

Klassen abgelegt, die von der Klasse Bead abgeleitet wurden sind. Die Klasse

Bead h�alt die Koordinaten und Verbindungsvektoren. In der Klasse RealBead

kommt das lokale Koordinatensystem hinzu, das zur Berechnung der Torsi-

on ben�otigt wird. DNABead, UnchargedDNABead und NucleosomeBead sind

die in Simulationen verwendeten Beads. Beads, die sich in Seitenketten be-

�nden sollen, m�ussen von der Klasse BranchBead abgeleitet werden. Diese

Eigenschaft wird im vorhanden Programm nicht verwendet.

Die Beads werden in einer doppelt verketteten, hierarchischen Liste ge-

halten, der Branched Linked List BLL aus Elementen der Klasse BLLLink. Sie

ist als Template implementiert, um auch in anderen Projekten verwendbar

zu sein. Es existieren drei Iteratoren, die nacheinander Zeiger auf einzelne

Beads, auf Paare von Beads und auf Tripel von Beads liefern. Die Kette wird

von der Klasse StandardChainBuilder aus den Daten der Trajektorie, die mit

Hilfe von TrajectoryIndex eingelesen werden, aufgebaut. Falls andere Filefor-

mate verwendet werden sollen, kann dies durch eine andere Klasse geschehen,

die ebenfalls von der Klasse ChainBuilder abgeleitet ist.

Die Kette wird in der Klasse Con�guration gehalten. Die Energie{Berech-

nung erfolgt mit der Klasse TotEnergy, in der die gesamten Energie{Objekte

aggregiert sind. Die Energie{Objekte berechnen unter Verwendung der BLLI-
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Vector3d

Matrix

Strng

XError

RandomG

#initSeed:long int

+RandomG:
+~RandomG:
+setSeed: void
+getBigReal:BigReal
+getNormal

RandomBuiltin

+RandomBuiltin:
+setSeed: void
+getBigReal:BigReal

Random16807

#val:long

+Random16807:
+setSeed: void
+getBigReal:BigReal
+getLong: long int

Random250

-r250buffer: long*
-r250index:int

+Random250:
+~Random250:
+setSeed: void
+getBigReal:BigReal

TrajectroyEntryIterator

TrajectroyEntry TrajectoryIndex

0..1 0..4 parent
child
prev
next

Abbildung B.5: Klassendiagramm des Moduls support
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Abbildung B.6: Klassendiagramm des Moduls base
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teratoren (Benutzung nicht eingezeichnet) und der lokalen Energie{Klassen2

(abgeleitet von LocEnergy) die totale Energie.

MCmoves implementiert den eigentlichen Monte Carlo{Algorithmus (Ka-

pitel 2.3). Die davon abgeleiteten Klassen MCPivot und MCBeadR implemen-

tieren die tats�achlichen Monte Carlo{Schritte, den Pivot{Schritt und den

Rotations{Schritt (Kapitel 3.3).

Der Ablauf der Simulation wird vom SimController koordiniert. Eine Re-

ferenz auf das Objekt der Parameter{Klasse mu� fast allen Objekten im Kon-

struktor �ubergeben werden. Es enth�alt die gesamten Parameter, die gew�ahlt

werden k�onnen, wie Temperatur oder die Wechselwirkungsparameter.

Im Klassenstrukturdiagramm des Moduls base erkennt man Strukturen

des Use{Case{Diagramms wieder, wenn man die Kon�guration mit der Klas-

se Con�guration identi�ziert, TotEnergy mit der Energieberechnung, und Mc-

moves bzw. die davon abgeleiteten Klassen mit den Monte Carlo{Schritten

und das Einlesen der Kon�guration mit ChainBuilder. Lediglich das Schreiben

der Kon�guration wurde in die Klasse Con�guration integriert.

Modul analysis

Das Modul analysis (Abbildung B.7) stellt die Klasse AnaController bereit,

die von der Klasse Controller aus dem Modul base abgeleitet wurde. Es im-

plementiert die Verarbeitung der Befehlszeile (Parsen), das Einlesen des

Trajektorien{Files in Con�guration und eine Schleife �uber die Kon�gura-

tionen der Trajektorien. Die Analyse{Controller (es sind nicht alle abgebil-

det) implementieren dann je nach Anwendung nur die Analyse einer Einzel{

Kon�guration oder die Schleife.

Mit dem Template autoCorrelatorT kann die Autokorrelationsfunktion be-

liebiger Klassen berechnet werden, wie von Zahlen (Real) oder Vektoren

(Vector3d). Dies ist m�oglich, in dem nicht nur Objekt �ubergeben wird, son-

dern auch eine Klasse angegeben wird, die eine Funktion besitzt, die das

Produkt von zwei Objekten bildet.

B.2.4 Sequenzdiagramme

Der Ablauf der verschiedenen Prozesse im Simulationspacket soll nur exem-

plarisch an den wichtigsten Abl�aufen skizziert werden.

Der Ablauf des Simulations{Programmes wird vom Simulationskontroller

SimController gesteuert. Der Ablauf der Hauptroutine run() ist im Sequenz-

diagramm in Abbildung B.8 skizziert. Der Simulationskontroller instanziert

2

"
lokal\ ist hier als Gegensatz zu

"
global\ zu verstehen
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AutoCorrelatorT

#nLimit:int
#nData:int
#dataArray:T*
#correlationArr:double*
#mult:Mult

+AutoCorrelatorT:
+~AutoCorrelatorT
+stuffData:int
+getNData
+getCorrelation:double
+newDataSet
+process:void
+display

T,Mult

Schabloneninstanzierung
(RealBead, TwistMult)

AutoCorrelatorTwist

AutoCorrelatorVec3d

Schabloneninstanzierung
(Vector3d,MultVec)

AnaControler

#configsToUse:long
#configsToSkip:long
#startConfig:long
#confCounter:long

+AnaController:
+run:void
#analysis:void
#loop:void
#analysisConfig:void

PainterController

+PainterController:
+run:void
#analysis:void
#analysisConfig:void

# viewDistance

EndToEndControler

+EndToEndController:
+run:void
#analysisConfig:void

EffAlphaController

+EffAlphaController:
+run:void
#analysisConfig:void

MDensityController

+MDensityController:
+run:void
#analysisConfig:void

Abbildung B.7: Klassendiagramm des Moduls analysis



B.2 Struktur des Simulations{ und Analysepackets 111

:SimController

run()

:MCPivot

:MCBeadR

:Configuration
Configuration()

MCPivot()

MCBeadR()

[anzahlDerSchritte gerade] mc()

[anzahlDerSchritte] ungerade: mc()

*[iteriere bis anzahlDerSchritte==gewuenschte Anzahl]

[nach anzahlAbzuspeichernderSchritte] 
writeToStream()

Abbildung B.8: Sequenzdiagramm der Funktion run() der Klasse Sim-

Controller
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alle ben�otigten Objekte. In einer Schleife werden dann abwechselnd Pivot{

und Rotations{Schritte durchgef�uhrt, bis die vorgegebene Anzahl von Schrit-

te erreicht ist.

:MCmove

mc()

store()

move()

getEnergy()

computeEnergy()

[acceptMove==no]
restore

:TotEnergy:Configuration

Abbildung B.9: Sequenzdiagramm der Funktion mc() der Klasse MC-

move

Das Sequenzdiagramm in Abbildung B.9 gibt den Ablauf eines Monte

Carlo{Schritts wieder. Zun�achst wird die urspr�ungliche Kon�guration gesi-

chert. Danach werden die Beads versetzt. Diese Versetzung ist in abgeleiteten

Klassen implementiert. Anschlie�end wird die Energie der neuen Kon�gura-

tion bestimmt. Anschlie�end wird gepr�uft, ob die neue Kon�guration akzep-

tiert wird, oder ob sie verworfen wird und die urspr�ungliche Kon�guration

wiederhergestellt wird.

Exemplarisch f�ur die Berechnung der Energieberechnung wird in Abbil-

dung B.10 der Ablauf der Berechnung der Biegeenergie wiedergegeben. Der
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giveEnergy
 (BLLPairIterator<RealBead>&)

:EnergyBend

getNextPair()

getEnergy(beadPair)

:LocEnergyBend:BLLIterator

*[für alle Paare aufeinanderfolgender Beads]

Abbildung B.10: Sequenzdiagramm der Funktion computeEnergy() der

Klasse EnergyBend

�ubergebene Iterator liefert Paare von Beads. Anschlie�end wird die elastische

Energie zwischen beiden Segmenten berechnet. Dies geschieht f�ur alle Paare

von Beads, die benachbart sind und die elastisch wechselwirken.
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