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Zusammenfassung

Vor rund 180 Jahren wurde der Zellkern entdeckt als eine abgegrenzte Einheit innerhalb der
Zellen, aus denen alle Organismen dieser Erde aufgebaut sind. Gegen Ende des 19. Jahr-
hunderts wurde postuliert, dass der Kern der Sitz der die Lebensvorginge steuernden
Erbinformation ist; vor rund 70 Jahren schlieBlich entschliisselten James D. Watson und
Francis Crick das Geheimnis der DNA-Doppelhelix. Viele Jahrzehnte hindurch erschien
die im Zellkern lokalisierte DNA als ein ,,inertes Speichermedium®, einem linearen - von
seltenen Mutationen abgesehen - unveridnderlichen Programmcode entsprechend. Dieses
Bild hat sich in den letzten Jahrzehnten griindlich gewandelt. Heute wird immer deutlicher,
dass es sich bei dem Zellkerngenom um eine ungeheuer komplexe und hoch dynamische
Organisation handelt, dessen raum-zeitliche Struktur von fundamentaler Bedeutung fiir
die vielfiltigen Aufgaben der Genregulation ist.

1 Einleitung

,,Wo kann man ein schnelles Zebra oder einen briillenden Lowen bestellen?* Fiir
Biologen ist die Antwort klar: Natiirlich nur bei Nature Inc.! Die Natur allein
ist fahig, dynamische Systeme mit so vielfiltig verwobenen biochemischen Vor-
gingen und Signalsteuerungsmechanismen; kurz gesagt mit so verwickelten und
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gleichzeitig robusten Strukturen zu ,produzieren‘. Ganz einfach war dies nicht,
schlielich dauerte es Milliarden von Jahren, bis nach unzihligen Riickschldagen
aus fundamentalen Naturgesetzen solch unvorstellbar komplexe Gebilde ,emer-
gierten‘. Die ,,Steuerzentrale* fiir die damit verbundenen vielen Tausende von
biochemischen Prozessen und ihre zeitliche Abfolge liegt im Zellkern-Genom,
also der Gesamtheit der dort befindlichen DNA.

Heute wissen wir, dass dieses Genom keine statische Grof3e im Sinne eines
unverdnderbaren linearen Programmcodes ist, sondern vielfiltigen dynamischen
»epigenetischen Modifikationen unterliegt: Der morgendliche Lichtstrahl, je-
des Friihstiick, Vitaminpillen und Arzneimittel, aber auch sportliche Betitigung,
Druck und StoB, Musik, Straenlédrm, der Duft einer Blume oder der Anblick eines
schonen Bildes konnen zu Anderungen der Aktivitit bestimmter Gene und den
durch sie geregelten auflerordentlich komplizierten, miteinander interagierenden
biochemischen Netzwerken fithren. Dabei werden Bausteine der DNA, die Basen,
an bestimmten Stellen dieser langen Makromolekiilketten chemisch modifiziert,
z. B. methyliert oder azetyliert, oder solche Anderungen werden wieder entfernt.
Auch die ,,Verpackungsproteine der DNA, die Histone, werden an ausgewihlten
Orten der DNA-Molekiilketten chemisch verdndert. Entwicklung und Altern der
Organismen werden ebenfalls durch solche Prozesse entscheidend beeinflusst.
Diese durch ,,Nicht-Histon* Proteine bewirkten ,,gezielten* Umformungen von
DNA und Verpackungsproteinen — dem Chromatin — kdnnen in den tausenden
Milliarden Zellen eines menschlichen Korpers in verschiedener Weise ablaufen.
Auch Chemikalien, ultraviolettes Licht, Rontgenstrahlung oder Radioaktivitit
konnen zu Veridnderungen in den DNA-Ketten des Zellkerns fithren und wiederum
ganze Folgen dynamischer Reparaturprozesse auslosen, oder die Produktion von
lebenswichtigen Proteinen verdndern. Unsere Korperabwehr beruht auf der viel-
filtigen Neukombination von Immunglobulin-Genen in Zellen des Blutbildenden
Systems.

Kurz gesagt: Alle Lebensprozesse, von der Eizelle bis zum Erwachsenendasein
und dariiber hinaus bis zum Altern hingen in entscheidender Weise von der
Dynamik des in den Zellkernen lokalisierten Genoms ab. Die vielfiltigen oben
beschriebenen ,,epigenetischen* und reparaturbedingten Modifikationen der DNA
werden dank moderner Analyseverfahren jetzt allmihlich entschliisselt und in die
»Weltkarte* des Zellkerns eingetragen.

Lange Zeit wurde dabei nicht beriicksichtigt, dass diese gro3e Dynamik che-
mischer Prozesse eng auch mit ebenso dynamischen Veridnderungen der raum-
zeitlichen Struktur des Zellkern-Genoms verkniipft ist: Epigenetische Modifi-
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kationen - d.h. chemische Anderungen an den Basen der DNA bzw. an ihren
Verpackungsproteinen ohne Eingriff in die lineare Abfolge der Basen — wirken
auf die raumliche Struktur des Chromatins. Umgekehrt kénnen dynamische An-
derungen der riumlichen Struktur des Chromatins Anderungen der Genaktivitiit
bewirken, also der Bildung von bestimmten Proteinen; die von ihnen katalysierten
biochemischen Prozesse konnen dann ihrerseits wieder epigenetische Modifika-
tionen hervorrufen. Biochemische Prozesse und raumliche Strukturdnderungen
des Genoms bedingen also einander; das sollte moglicherweise sogar fiir unser
Denken gelten: Das Gedéchtnis ist mit epigenetischen Verdnderungen im Zellkern
von Neuronen verkniipft, die ihrerseits die Zellkernarchitektur verdndern kénnen:
Sogar Worte verdndern demnach die Genomstruktur in bestimmten Neuronen. Der
hier postulierte enge Zusammenhang zwischen molekularen epigenetischen Modi-
fikationen des Chromatins und der raum-zeitlichen Genomstruktur ist Gegenstand
aktueller Forschung (Kosak & Groudine 2004; Pederson 2014; Wendt & Grosveld
2014; Woringer et al. 2014; Sexton & Cavalli 2015; Cremer T et al. 2015, 2016,
2018; Cremer C et al. 2018).

In diesem Beitrag wollen wir einem der vielféltigen Aspekte der raum-zeitlichen
Dynamik des Zellkerngenoms nachgehen, der Bedeutung seiner funktionellen
rdumlichen Struktur. Wir werden sehen, dass entgegen einem Jahrzehnte lang
gehegten Glauben der Zellkern nicht einfach ein Sack mit DNA, RNA und Protei-
nen ist, der mit einem chemischen Reagenzglas verglichen werden kann; sondern
dass er bei aller Variabilitdt im Einzelnen von fundamentalen Strukturprinzipi-
en beherrscht wird, die fiir seine Funktion von wesentlicher Bedeutung sind.
Die Gesamtheit der Korrelationen zwischen der raum-zeitlichen Struktur des
Genoms und den von der Molekularbiologie untersuchten biochemischen Pro-
zessen ist kiirzlich unter dem Namen ,,4D Nucleome* zusammengefasst worden
(Tashiro & Lanctot 2015). Dies ist auch der Titel eines im Jahre 2014 von den
National Institutes of Health (NIH) der USA bewilligten grolen Forschungs-
programms (https://commonfund.nih.gov/4Dnucleome). Untersucht werden sol-
len in diesem viele wissenschaftliche Arbeitsgruppen umfassenden Vorhaben
,»die Prinzipien hinter der drei-dimensionen Organisation des Zellkerns in Raum
und Zeit; die Rolle der Kernorganisation in Genexpression und zelluldren Funk-
tionen; und Anderungen in der Kernorganisation, die Entwicklung und Krank-
heit beeinflussen®. In der kiirzlich etablierten ,,European Flagship* Initiative
(https://lifetime-fetflagship.eu/index.php/the-initiative/) sowie in einem neuen
Schwerpunktprogramm (ab 2019) der deutschen Forschungsgemeinschaft zum
Thema ,,3-D-Genomarchitektur in Entwicklung und Krankheit* werden dhnliche
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Zielsetzungen verfolgt (https://www.dfg.de/service/presse/pressemitteilungen/201
8/pressemitteilung_nr_07/index.html).

2 Friihe Modelle der Kerngenomorganisation

Viele Jahrzehnte lang wurde der Zellkern von den meisten Biologen als ein weit-
gehend strukturloser Behilter angesehen, in dem die DNA-Stringe der einzelnen
Chromosomen (bei menschlichen Zellen insgesamt etwa 2 Meter in einem Kern
mit einem typischen Durchmesser von 10 um, 1 um = 1/1000 Millimeter) re-
gellos herumlagen. Dieses ,,Spaghetti“~-Modell des Zellkerns (Comings 1968;
Vogel & Schroder 1974) wurde durch lichtmikroskopische und elektronenmikro-
skopische Aufnahmen gestiitzt, die mit Ausnahme einiger stirker kondensierter
Regionen (dem ,,Heterochromatin®) eine weitgehend strukturlose ,,Landschaft*
zeigten (Wischnitzer 1973). Das Gesamtbild @nderte sich auch nicht, als in den
1970iger Jahren entdeckt wurde, dass die DNA zum groften Teil auf Protein-
kerne (Histone) aufgewickelt ist, den Nukleosomen (Olins & Olins 1974), mit
einem Durchmesser von ca. 10 nm (1 nm = 1 Millionstel Millimeter = 1 Tau-
sendstel Mikrometer). Sogar heute noch erfreuen sich ,,Spaghetti“-Modelle groBer
Beliebtheit (siehe z. B. die Bilder beim Stichwort ,,Nuclear Organization* in
https://www.google.com/search), trotz vielféltiger gegenteiliger experimenteller
Evidenz (s. u.).

3 Chromosomenterritorien

Bereits um 1900 haben Theodor Boveri (Boveri 1909) und Emil Strassburger erste
Modelle vorgeschlagen, die eine wesentlich komplexere Struktur der Genomor-
ganisation im Zellkern annahmen als in dem o.g. ,,Spaghetti-Modell*“ (Cremer
T, 1985): Threr Auffassung nach 16sten sich die wihrend der Zellteilung beob-
achteten scharf umrissenen mitotischen Chromosomen im Interphasekern (in der
Zeit zwischen zwei Zellteilungen) nicht einfach auf, sondern blieben (ein Aus-
druck von Boveri) als ,,Chromosomenterritorien® bestehen: D.h. die einhiillenden
Volumina jedes Chromosoms fiillten jeweils nur einen relativ kleinen Teil des
Zellkerns aus und waren voneinander abgegrenzt, so wie einzelne Provinzen in
einem Staatsgebilde (Cremer T & Cremer M 2010).

Die experimentellen Belege Boveris fiir die Existenz von Chromosomenterrito-
rien waren jedoch ziemlich indirekt und zudem an Pferdespulwiirmern erhoben.
Mit konventionellen Licht- und elektronenmikroskopischen Methoden konnten
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diese Chromosomenterritorien in Zellen ,.hoherer Organismen* jahrzehntelang
nicht beobachtet werden; ihre Existenz wurde daher so stark bezweifelt, dass sie
aus den Lehrbiichern und damit aus dem allgemeinen Bewusstsein der Biologen
verschwanden. Dies dnderte sich erst, als neue optische und molekularbiologische
Methoden es erlaubten, einen schirferen Blick auf den Zellkern zu richten (Cremer
T & Cremer C 2006a,b).

Erste Hinweise auf die Existenz von Chromosomenterritorien in lebenden Siu-
gerzellen ergaben sich aus Untersuchungen mit fokussierten Laserstrahlen in
den 1970er Jahren. In diesen Versuchen wurde ein ultravioletter Laserstrahl so
fein gebiindelt, dass nur ein sehr kleiner Teil der Zellkernfliche bestrahlt und
dort lokale DNA-Schiden erzeugt wurden; die Zellen wurden bis zur folgenden
Zellteilung (Mitose) kultiviert und dann fixiert; mit verschiedenen Methoden (Ein-
bau von radioaktiv markierten DNA-Basen; Immunfirbung gegen UV-induzierte
DNA-Lisionen; Stérung der Chromosomenkondensation an den mikrobestrahlten
Stellen) wurden die Orte der geschddigten DNA in den Chromosomen sichtbar
gemacht. Das Ergebnis war sehr tiberraschend: Die Schiiden waren auf einige we-
nige kleine Abschnitte der Mitosechromosomen beschrinkt. Das war nur méglich,
wenn diese Chromosomen auch im Zellkern sehr viel kompakter geblieben waren,
als es die giingige Lehrmeinung annahm, also Chromosomenterritorien bildeten
(Zorn et al. 1979).

Diese Lasermikrobestrahlungsexperimente erlaubten auch eine erste Unter-
suchung der Mobilitdt der Chromosomenterritorien in lebenden Zellen: Dazu
wurden Zellkerne an bestimmten Stellen bestrahlt und mit radioaktiv markier-
ten DNA-Basen inkubiert. Dies ermoglichte es, Ort und GroéBe der bestrahlten
Chromatinareale als Funktion der Zeit zu verfolgen. Es ergab sich, dass wihrend
der sogenannten Interphase, also wihrend der Zeit zwischen zwei Zellteilungen,
das Chromatin relativ wenig Dynamik zeigt, im Gegensatz zu der Phase der
Zellteilung, in der in wenigen Minuten tiefgreifende Strukturinderungen erfolgen.

Wihrend die Lasermikrobestrahlungsexperimente die Existenz von Chromo-
somenterritorien in (lebenden) Sdugerzellen zeigten, erlaubten sie immer noch
nicht, diese direkt sichtbar zu machen. Dies gelang in den 1980er Jahren durch
die Einfithrung einer molekularzytogenetischen Methode, dem ,,Chromosome
Painting*, einer Variante der Fluoreszenz-in situ Hybridisierung (FISH) (Cre-
mer T et al. 1988, 2014). Abb. 1A zeigt einen menschlichen Lymphozytenkern,
in dem die Chromosomenterritorien von #18 (rot) und #19 (griin) durch Zwei-
farben Chromosomen Painting markiert wurden (Cremer & Cremer 2001). Das
dreidimensionale Bild wurde mithilfe der ,,konfokalen Laserscanning Fluoreszenz-
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mikroskopie* (CLSM) gewonnen (Cremer & Cremer 1978; Laurent et al. 1992;
Cremer & Masters 2013). Bei dieser hochauflésenden Lichtmikroskopiemethode
wird ein Laserstrahl durch ein Hochleistungsobjektiv sehr fein gebiindelt (einige
hundert nm Durchmesser); damit wird der Zellkern Punkt fiir Punkt abgetastet
(,,gescannt); das an jedem Objektpunkt angeregte Fluoreszenzsignal wird mit
einem hochempfindlichen Detektor aufgenommen; durch eine kleine Lochblende
vor dem Detektor wird dafiir gesorgt, dass jeweils nur Licht aus einer bestimm-
ten Ebene des Zellkerns in den Detektor gelangen kann (,,optischer Schnitt*);
das ,,Punkt-fiir-Punkt* in drei Dimensionen (rdumlich) aufgenommene Bild der
Fluoreszenzverteilung wird mithilfe eines Computers dargestellt.

In der Abbildung 1A ist klar erkennbar, dass diese beiden Chromosomen tat-
sdchlich im Zellkern gut abgegrenzte ,, Territorien* bilden. Man sieht auch, dass
die beiden ,,rot* markierten Territorien #18 in der Niahe der Zellkernperipherie
liegen, wihrend die beiden ,,griin* markierten Territorien #19 mehr in der Mitte
des Zellkerns plaziert sind, so nahe, dass sie bereits zusammenhingend erscheinen.
Dies ist kein Zufall: Umfangreiche Untersuchungen haben ergeben, dass sich in
Lymphozytenzellkernen die Chromosomenterritorien #18 (sehr geringe Dichte
von Genen) in der Peripherie des Kerns befinden, wihrend sich die beiden Territo-
rien #19 (sehr hohe Gendichte) mehr im Inneren aufhalten; es muss also Krifte
geben, die fiir diese Verteilung sorgen. Noch spannender wird es durch die Entde-
ckung, dass die Verteilung der auf #18 und #19 befindlichen Gene nicht nur beim
Menschen so unterschiedlich ist, sondern bei allen Primaten, z. B. Schimpansen,
Orang-Utans, Gibbons etc (Tanabe et al. 2002); sogar noch bei Vogeln sind in den
entsprechenden Zellen die #18 und #19 entsprechenden Gene raumlich dhnlich
verteilt wie in menschlichen Zellkernen (Habermann et al. 2002). Damit hat sich
diese ungleiche raumliche Genverteilung seit mehreren hundert Millionen Jahren
erhalten. Das ist natiirlich noch kein Beweis fiir eine unmittelbare funktionelle
Bedeutung; aber es ist ein klarer Hinweis auf zumindest eine enge Korrelation mit
einer wichtigen zelluldren Funktion.

Bei diesen Zellen scheint die Dynamik der Chromosomenterritorien anschei-
nend so stark eingeschrinkt, dass sie iiber Millionen Jahre in Zellen desselben
Status erhalten geblieben ist. Sogar in verschiedenen Typen von Krebszellen wur-
den sehr dhnliche Anordnungen beobachtet (Cremer M et al., 2003). Allerdings
war auch hier eine erhebliche Dynamik zu beobachten: Die ungleiche raumliche
Verteilung ist zwar hoch signifikant aber nicht statisch. In Hautzellen (Fibroblas-
ten) sah die Anordnung der Chromosomenterritorien dagegen ganz anders aus:
Die rdumliche Verteilung bestimmter Chromosomen im Zellkern ist also vom
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Abbildung 1: Visualisierung einzelner Chromosomenterritorien in menschlichen Zellkernen durch
Chromosomen Painting und konfokale Laser Scanning Fluoreszenzmikroskopie

A) Territorien #18 (sehr geringe Gendichte, rot) und #19 (sehr hohe Gendichte, griin) im Kern einer
menschlichen Lymphozytenzelle [aus Cremer T & Cremer C, 2001 ].

B) Zellkern einer menschlichen Fibroblastenzelle, in dem alle Chromosomenterritorien durch
Vielfarbenmarkierung (FISH) in einem konfokalen Laserscanning Fluoreszenzmikroskop sichtbar
gemacht wurden [aus Bolzer et al. 2005].
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Gewebetyp abhidngig und zeigt damit eine programmierte Dynamik, der mole-
kulare Prozesse zugrunde liegen; aber auch die Form des Zellkerns kann eine
Rolle spielen. Die Dynamik der rdumlichen Verteilung von Chromatin hat sich als
besonders hoch in den frithen Stadien der Embryonalentwicklung erwiesen, wie
Untersuchungen bei Rindern zeigten (Popken et al. 2015).

Abb. 1B zeigt einen menschlichen Zellkern, in dem mit einem derartigen Vielfar-
ben ,,Chromosomen Painting* Verfahren und konfokaler Fluoreszenzmikroskopie
alle Chromosomenterritorien gleichzeitig sichtbar gemacht wurden (Bolzer et
al. 2005). Das Ergebnis sieht aus wie eine Landkarte Stiddeutschlands zur Zeit
des ,,Heiligen Romischen Reichs* im 18. Jahrhundert, wo jeder kleine Baron
oder ,,Duodezfiirst ein kleines Territorium sein eigen nannte. Offenbar sind alle
diese Chromosomenterritorien rdumlich voneinander gut abgegrenzt, mit nur ge-
ringen ,,Uberlappungszonen*. Wie weiter unten niher beschrieben wird, haben
neue molekularbiogische Sequenzierungsmethoden und Mikroskopieverfahren
mit stark verbesserter rdumlicher Auflosung allerdings gezeigt, dass die einzelnen
Chromosomenterritorien selbst eine duferst verwickelte Innenstruktur besitzen.

Ein besonders drastisches Beispiel fiir die Dynamik der raumlichen Organisation
des Zellkernsgenoms innerhalb desselben Typs bei derselben Entwicklungsstufe
findet sich bei Zellen der Retina: Diese Dynamik hingt entscheidend davon ab, ob
die Trager nachtaktiv oder tagesaktiv sind (Abb. 2): Wihrend bei den tagesaktiven
Tieren die genetisch aktive DNA (griin) im Zentrum des Kerns von Stidbchenzellen
lokalisiert ist, ist es bei nachtaktiven Tieren genau umgekehrt (Solovei et al. 2009).

Die Organisation der DNA des Zellkerns in Chromosomenterritorien wurde
nicht nur in menschlichen Zellen und allen bislang untersuchten Sdugerzellen
bestitigt, sondern sie findet sich auch in Vogeln, Pflanzenzellen, Insekten, Pilzen,
und sogar in Einzellern, also durch die gesamte Evolution der Eukaryonten (kern-
haltige Zellen) hindurch. Selbst in Bakterien scheint die DNA nicht nach dem
»dpaghetti“ Modell verteilt zu sein, sondern einen héheren raumlichen Ordnungs-
grad zu besitzen.

Auch wenn es bislang noch experimentell schwierig zu beweisen ist, so dringt
sich doch der Verdacht auf, dass eine durch hunderte von Millionen Jahren und
durch alle Zweige des Lebens hindurch konservierte Organisationstruktur und
seine Dynamik von funktioneller Bedeutung ist. Eine naheliegende Erkldrung
konnte sein, dass die komplexe ,,Verpackung* der Zellkern DNA fiir die néchste
Zellteilung auf diese Weise viel einfacher erfolgen kann: Wenn man jede Nacht
das Hotelzimmer wechseln muss, ist es kliiger, seinen Kofferinhalt nur soweit
auszubreiten, als es fiir die jeweils spezifisch benotigten Aktivitdten erforderlich
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Abbildung 2: Dynamische Umordnung der Genomstruktur in Kernen von Retinazellen

Links: Lichtoptischer Schnitt durch den Zellkern einer Ganglionzelle der Mausretina nach FISH
mit drei DNA-Sonden zur Darstellung von repetitiven DNA-Sequenzen, die in Euchromatin (griin),
konstitutivem Heterochromatin (blau) und fakultativem Heterochromatin (rot) angereichert sind.
Das praktisch genfreie und transkriptionell weitgehend inaktive konstitutive Heterochromatin
ist in Chromozentren angeordnet. Genarmes, ,,fakultatives* Heterochromatin dominiert in der
Zellkernperipherie, genreiches, , transkriptionell kompetentes“ Euchromatin im Kerninneren. Diese
Unterschiede der ,,radialen* Anordnung des Chromatins sind typisch fiir nahezu alle Zellkerne des
Korpers [aus Solovei et al. 2009].

Rechts: Lichtoptischer Schnitt durch den Zellkern einer Stibchenzelle der Mausretina mit einer
im Vergleich zu dem Bild Links drastisch verinderten Zellkernarchitektur. Euchromatin (griin)
dominiert die Peripherie. Im Zentrum findet sich ein Cluster aus konstitutivem Heterochromatin
(blau), umgeben von einer Schicht aus fakultativem Heterochromatin (rot). Stibchenzellen sind
spezialisierte Sinneszellen fiir das Sehen bei geringer Helligkeit. Das im Vergleich zum Euchro-
matin viel stiarker kompaktierte Heterochromatin hat einen erhohten optischen Brechungsindex
[Solovei et al. 2009]. Computermodellierungen zeigen, dass die im Inneren von Stabchenzellkernen
gefundene Anordnung von Heterochromatin den Zellkernen die Eigenschaften von Mikrolinsen
verleiht, die zu einer Fokussierung des beim Nachtsehen spdrlichen Lichts auf die Photorezeptoren
der Stibchenzellen beitrigt [aus Solovei et al. 2009].
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ist; auch weiB jeder, dass lange nasse Hemden in einer Waschmaschine nach dem
Waschvorgang schwer zu entwirren sind, ihre Trennung also erhebliche Energie
kostet. Diese Alltagserfahrungen werden auch durch theoretische Uberlegungen
unterstiitzt.

Aber konnte die Organisation des Zellkerngenoms in Chromosomenterritorien
und ihre gewebsspezifische Dynamik dariiber hinaus nicht noch ganz andere we-
sentliche Funktionen haben, vielleicht sogar fiir die zelltypische Genexpression
und ihre Kontrolle? Sollte vielleicht eine Funktion der hochkomplexen ,.epige-
netischen* Modifikationen von DNA und Histonen die Herstellung geeigneter
rdumlicher Chromatinstrukturen sein, die die Expression bestimmter Gene for-
dern oder behindern? Aufgrund molekularbiologischer Experimente wei3 man
heute, dass die Transkription mit einer kleinen Dekondensation (Auflockerung)
der betreffenden Chromatinregionen verbunden ist; umgekehrt ist die Stilllegung
von Genen (das ,,Silencing*) mit einer geringeren Zuginglichkeit fiir Proteine
verbunden. Vielleicht handelt es sich dabei nicht um eine ,,Zufallsbeziehung,
sondern um einen funktionalen Regelkreis, ein System: Eine bestimmte Chro-
matinstruktur erleichtert oder erschwert die Zuginglichkeit von Proteinen fiir
die Modifikation von DNA/Proteinen bzw. die Replikation (Verdopplung der
DNA)/Transkription (,,Ablesung* der Gene durch Bildung von RNA); umgekehrt
bestimmen die epigenetischen Modifikationen die Chromatinstruktur: Epigeneti-
sche Modifikationen bewirken Strukturdnderungen; Strukturinderungen, ausgelost
z. B. auch durch mechanischen Stress, bewirken epigenetische Modifikationen.
Beide sind zwei Seiten desselben lebensentscheidenden Prozesses: Der Steuerung
der Genaktivitit. Diese fiir ein verbessertes ,,mechanistisches* Verstidndnis der
Genregulation und damit des Lebens hoch relevante Hypothese wiirde Substanz
gewinnen, wenn die einzelnen Chromosomenterritorien ihrerseits spezifische, dy-
namisch kontrollierte Substrukturen aufweisen wiirden (Lanctot et al. 2007). Heute
ist es moglich geworden, mit neuen molekularbiologischen Verfahren (insbesonde-
re Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierungstechniken) diese Hypothese experimentell
anzugehen (Liebermann et al. 2009; Mirny et al. 2011; Dixon et al. 2012; Dekker
et al. 2013; Gibcus & Dekker 2013; Rao et al. 2014; Williamson et al. 2014);
allerdings werden hierbei typischerweise viele tausend Zellen ,.in einen Topf
geworfen‘’; die funktionell entscheidende Verschiedenartigkeit einzelner Zellen
kann nur sehr unzureichend beriicksichtigt werden. Es ist daher auB8erordentlich
wichtig, die innere Struktur von Chromosomenterritorien auch auf der Ebene der
einzelnen Zelle erforschen zu konnen. Uber die Verwendung rein molekularbiolo-
gischer Methoden (Nagano et al. 2013) hinaus ist dies moglich geworden durch

166 |HDJBO | 2018 | Band 3 | Artikel 8



Innere Struktur der Chromosomenterritorien Cremer

die Verbindung molekularbiologischer Markierungsverfahren mit geeigneten licht-
bzw. elektronenmikroskopischen Methoden.

4 Innere Struktur der Chromosomenterritorien

Dank den oben beschriebenen ,,molekularbiologischen‘ Markierungsverfahren
in Verbindung mit anderen, insbesondere fluoreszenzmikroskopischen Metho-
den gelang der Nachweis, dass einzelne Chromosomenterritorien nicht ihrerseits
ein ,,Bag of DNA & Proteins® sind, also in kleinerem Maf3stab wiederum dem
Spaghetti-Modell entsprechen; sondern dass auch sie offenbar hochstrukturiert
sind.

Den genauen Zusammenhang zwischen lokaler Struktur der Chromosomen-
territorien und den in ihnen ablaufenden molekularen Prozessen mithilfe von
konventionellen Lichtmikroskopieverfahren wie der konfokalen Laser-Scanning-
Fluoreszenzmikroskopie zu bestimmen, erwies sich als nicht moglich: Der Grund
hierfiir war die bei allen solchen Lichtmikroskopieverfahren bestehende funda-
mentale Grenze der optischen Auflosung: Wie bereits im 19. Jahrhundert von
zwei Pionieren der Optik, Ernst Abbe und Lord Rayleigh, bewiesen wurde, ist
die kleinste Struktureinzelheit, die mit Licht einer bestimmten Wellenldnge noch
unterschieden werden kann, etwa eine halbe Wellenldnge oder ca. 200 nm.

Abb. 3 zeigt die Folgen dieser Begrenzung der lichtoptischen Auflésung an
einem einfachen numerischen Modell der Zellkernstruktur.

Natiirlich bestehen die Chromosomenterritorien in Wirklichkeit nicht aus 500 nm
groflen Kugeln, sondern aus einzelnen, teilweise sehr viel kleineren Chromatin-
domiinen mit extrem komplexen Nanostrukturen. Geht man von einem DNA-
Gehalt einer groSen Domine (Abb. 3) von 1 Mbp aus, dann bietet sie geniigend
Platz fiir zehn einzelne Gendoménen mit jeweils 100 Kilobasenpaaren DNA. Bis
vor kurzem glaubte man aufgrund von elektronenmikroskopischen und kristal-
lographischen Ergebnissen an kurzen Chromatinfasern, dass der Grofteil der
Zellkern-DNA in Chromatinfasern mit 30 nm Durchmesser organisiert ist, deren
Anordnung wiederum dem ,,Spaghetti“~-Modell entsprechen sollte. Mit den in
den letzten Jahren stark verbesserten elektronenmikoskopischen Methoden wurde
jedoch immer deutlicher, dass zumindest ein gro3er Teil des Zellkerngenoms nicht
in 30 nm Fasern organisiert ist; die einzelnen Chromatindoménen kénnen also
einen viel komplexeren Aufbau aus der Faltung einzelner Nukleosomenketten
haben (Ou et al. 2017). In Abb. 3 sind einige Moglichkeiten der Faltung von
10 Gendoménen in einer 1 Mbp Chromatindomine simuliert. Im Prinzip gibt es
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Abbildung 3: Ein numerisches Modell (Computersimulation) des Zellkerngenoms.

Die Abbildung zeigt in der Mitte ein Modell der Genomstruktur eines menschlichen Zellkerns.
Die in unterschiedlichen Farben dargestellten Chromosomenterritorien enthalten zahlreiche Chro-
matindomdinen, die miteinander durch flexible Chromatinfasern verbunden sind. Fiir jede dieser
Domdinen wurde ein DNA Gehalt von 1 Megabase (Mbp) und ein Durchmesser von ca. 500 nm
angenommen (Cremer et al. 2000; Hiibschmann et al. 2010). Messungen mit Hilfe super-auflosender
Fluoreszenzmikroskopie ergaben jedoch wesentlich kleinere Durchmesser zwischen 40 und 210 nm
bei einem mittleren Durchmesser von 125 nm (Baddeley et al. 2010). Solche Messungen ermdog-
lichen Abschdtzungen der lokalen Kompaktierung des Chromatins und damit eine Modellierung
der Zugdnglichkeit der Domdinen fiir funktionell wichtige Proteine, z. B. Transkriptionsfaktoren,
und makromolekulare Maschinen fiir Transkription, Replikation und Reparaturprozesse (3A, Pfeil).
Vergrofierte Darstellungen einzelner 1 Mbp-Domdinen zeigen hypothetische Beispiele fiir eine innere
Struktur aus zehn verschiedenfarbig markierten, etwa 100 kbp grofien Subdomdnen (A-C; Cremer
et al., 2000). Die kleinen ,Kugeln’ stellen hier einzelne Nukleosomen dar. Jede Subdomdine kann ein
oder auch mehrere Gene und DNA-Abschnitte mit regulierenden Funktionen enthalten. Fiir weitere
Einzelheiten siehe den Text. (D) Bei einer konventionellern optischen Auflosung (200 nm) zeigt die
numerische Simulation nur einen Klumpen ohne erkennbare innere Struktur. Mit dem inzwischen
erreichten Stand der super-auflosenden Fluoreszenzmikroskopie ist eine visuelle Darstellung auch
der inneren Struktur moglich geworden [Numerische Simulationen: G. Kreth, KIP].
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mehr Faltungsmoglichkeiten als das Universum Atome enthilt. Wiirde es sich
dabei um rein zufillige (,,stochastische*) Faltungen entweder von 30 nm oder
von 10 nm Nukleosomenketten handeln, wiirden diese Nanostrukturen wieder
auf kleinerer Skala dem ,,Spaghetti“~-Modell entsprechen und wahrscheinlich von
untergeordneter funktioneller Bedeutung sein. Es ist aber auch denkbar, dass die
Nanostruktur von solchen Chromatin-Cluster-Doménen von grofter Bedeutung fiir
die Genaktivitit ist. Zum Beispiel ist die Zugénglichkeit der DNA fiir Transkripti-
onsfaktoren (spezifische Proteine fiir die ‘Ablesung’ von Genen) bei einer 30 nm
Faser aus geometrischen Griinden stark reduziert, da die einzelnen Nukleosomen
der Faser sehr dicht zusammenliegen (siche Abb. 3A); eine Umwandlung in eine
lockere 10 nm Nukleosomenkette (Abb. 3 B, C) wiirde Platz genug schaffen, um
sehr viel mehr DNA fiir solche Proteine zugiinglicher zu machen. Die Zugéng-
lichkeit konnte weiter gesteigert werden, wenn sich die Anheftungsstellen der
Transkriptionsfaktoren jeweils an der Oberfliche der Chromatindoménen befin-
den; dies wiirde auch den ,,Abtransport* der RNA erheblich erleichtern: Die durch
Transkription gebildete RNA kann erhebliche Lingen haben (bis zu Sequenz-
langen von 1 Million Nukleotiden) und ist ihrerseits mit Proteinen verbunden.
Ferner ist zu beriicksichtigen, dass diese RNA zunichst in riesigen, aus hunderten
verschiedener Proteine aufgebauten ,,Biomolekularen Maschinen®, den ,,Spliceo-
somen*, weiter verarbeitet wird. Dies wiirde nicht allein Uberginge zwischen
30 nm dicken Chromatinfasern und 10 nm Nukleosomenketten erfordern, sondern
dariiber hinaus spezifische Faltungsmuster. Heute sind verschiedene molekulare
Mechanismen bekannt, die solche spezifischen Faltungen ermoglichen kénnten.
So wurde experimentell gezeigt, dass bereits die Sequenz reiner DNA (im Ki-
lobasenpaarbereich) eine groe Anzahl sehr spezifischer Faltungen ermdoglicht:
Sie konnen sich spontan zu kleinen Stdbchen falten, oder Wiirfeln, oder anderen
geometrisch klar umrissenen Nanostrukturen (Han et al. 2011); Teile bestimmter
Histone ragen aus den Nukleosomen heraus und konnen in vielféltiger Weise
an ganz bestimmten Aminosdureresten modifiziert sein (z. B. methyliert oder
azetyliert). Diese Modifikationen (der sog. Histone-Code; Prakash & Fournier
2017) sind eng mit der Genaktivitdt verbunden. Da Proteine in vielfiltiger Weise
miteinander reagieren und auflerordentlich komplexe Strukturen aufbauen, wire es
denkbar, dass auch einzelne Gendominen in den Chromatin-Clustern hochspezifi-
sche Nanostrukturen besitzen konnten, dhnlich den vielen anderen biomolekularen
Maschinen der Zelle; dies wiirde eine weitere Kontrollebene ermoglichen, um
die Aktivitit einzelner Gene und Cluster von Genen zu steuern. Die tatséchliche
Existenz solcher spezifischer Chromatin-Nanostrukturen wire nicht allein eine
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faszinierende wissenschaftliche Entdeckung; sie wire langfristig auch von groBSter
potentieller Bedeutung fiir die Entwicklung neuer Moglichkeiten fiir die Steuerung
der Aktivitdt von Genen durch Pharmaka, z. B. zur gezielten Ausschaltung von
»Krebsgenen®.

Bevor es sich lohnt, iiber solche ,,Science Fiction* Perspektiven ernsthaft nach-
zudenken, miisste man die Fundamentalfrage kldren: Haben solche Chromatin-
Cluster iiberhaupt eine spezifische Nanostruktur? Das Beste wire, man konnte
diese Nanostrukturen direkt und individuell in einem Mikroskop in intakten Zellen
sichtbar machen und analysieren; dies wire am besten mit lichtmikroskopischen
Verfahren moglich: Moderne elektronenmikroskopische Methoden wie das ,,Elec-
tron Spectroscopic Imaging® (ESI) ermoglichen zwar mit atomarer Auflosung die
Unterscheidung von Proteinen und DNA im Zellkern (Bazett-Jones et al. 2008),
erlauben aber nicht die vielfiltigen spezifischen Markierungsmoglichkeiten der
Fluoreszenzmikroskopie; Untersuchungen der Chromatin-Mobilitét an lebenden
Zellen sind naturgeméil ausgeschlossen. Vor wenigen Jahren noch wére eine licht-
mikroskopische Auflosung von Nanostrukturen aber als physikalisch unmoglich
angesehen worden, als den Grundgesetzen der Natur widersprechend: Abb. 3
D zeigt die in der Abb. 3 A-C dargestellten 1 Mbp Chromatin-Doménen, wenn
man sie mit dem besten existierenden ,.konventionellen* Lichtmikroskop abbilden
wiirde; aufgrund der Begrenzung der optischen Auflosung auf 200 nm (oder eine
halbe Wellenlidnge des verwendeten Lichts) wiirden alle Chromatindoménen als
mehr oder weniger runde Bélle erscheinen; die Nanostrukturen kénnten nicht
unterschieden werden.

S Superauflosende Lichtmikroskopie von Genom-Nanostrukturen

Die Grenze der lichtoptischen Auflosung auf ca. 200 nm galt fiir die meisten Phy-
siker fast ein Jahrhundert lang als durch die Wellennatur des Lichtes gegeben und
daher uniiberwindlich; dies lernten viele Generationen von Studierenden der Phy-
sik, der Chemie und der Biowissenschaften als unumstoBliche Tatsache, {iber die
weiter nach zu denken sich nicht lohnte. Nur einige wenige ,,Aufrithrer” begannen
etwa ab den 1950iger Jahren dariiber zu spekulieren, es konne so etwas wie ,,Super-
Resolution* (also eine lichtoptische Auflosung von Struktureinzelheiten kleiner
als ca. 200 nm) doch méglich sein. Solche Spekulationen blieben aber weitere
Jahrzehnte lang Theorie, bis in den 1990ger Jahren die Fortschritte in Lasertech-
nik, optischen Detektionsverfahren, Prizisionsmechanik, Datenverarbeitung und
Photophysik von Molekiilen den tatsdchlichen Bau erster super-auflosender Licht-
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mikroskope (SRMs) ermdglichten (Schermelleh et al. 2010; Zessin et al. 2012;
Cremer & Masters 2013; Bechhoefer 2015; Cremer et al. 2017; Cremer 2018).
Heute gibt es eine ganze Familie solcher SRMs, je nach ihrem Anwendungsgebiet
und ihren spezifischen Eigenheiten. Im Jahre 2014 wurde die grofle Bedeutung
dieser Entwicklungen durch die Verleihung des Nobelpreises fiir Chemie an den
Deutschen Stefan Hell (Heidelberg/Géttingen) sowie die amerikanischen Wis-
senschaftler Eric Betzig und William Moerner fiir ihre wichtigen Beitrdge hierzu
gewiirdigt. In seiner Begriindung erklérte die Nobelpreiskommission, die super-
auflosende Fluoreszenzmikroskopie werde ,,eine Revolution von Biologie und Me-
dizin“ bewirken. Diese Revolution hat jetzt bereits begonnen: Schon heute werden
SRM-Methoden vielfiltig in den Lebenswissenschaften eingesetzt, so in Entwick-
lungsbiologie, Stammzellforschung, Neurobiologie, Kardiologie, Krebsforschung,
Pharmakologie, Ophtalmologie, Bakteriologie und Virologie, und natiirlich auch
fiir die Erforschung der funktionellen Nanostrukturen des Zellkerns. In Heidelberg
wurde kiirzlich ein neues Forschungsnetzwerk zur ,,Biologie auf der Nanoska-
la* initiiert (https://www.mpg.de/11972687/forschungsnetzwerk-nanobiologie).
Fiir die Erforschung von Nanostrukturen des Zellkerns haben sich insbesondere
zwei SRM-Methoden als besonders gut geeignet erwiesen, die Mikroskopie mit
Strukturierter Beleuchtung (Structured Illumination Microscopy/SIM); sowie die
Lokalisationsmikoskopie mit Standardfluoreszenzfarbstoffen. Hier sollen eini-
ge mit diesen Methoden erzielte Ergebnisse zur Dynamik der Zellkernstruktur
vorgestellt werden.

5.1 Superauflosende Lichtmikroskopie von Chromatin-Nanostruktur-
en mit strukturierter Beleuchtung

Bei der ,,strukturierten Beleuchtung* (SIM) wird ein Beleuchtungsmuster verwen-
det. Dieses Beleuchtungsmuster zur Anregung der Fluoreszenz wird dann relativ
zum Objekt bewegt (oder das Objekt wird relativ zum Beleuchtungsmuster be-
wegt); bei jedem Schritt wird ein Bild mithilfe einer hochsensitiven Digitalkamera
aufgenommen; aus den verschiedenen Bildern wird anschlieBend im Computer
(mit teilweise sehr komplexen Rechenverfahren) ein Bild mit verbesserter Auf-
losung berechnet (Heintzmann & Cremer 1999; Gustafsson 2000; Markaki et al.
2010, 2012; Birk 2017). Damit wird eine Auflosungsverbesserung um den Faktor
Zwei in allen drei Raumrichtungen sowie eine grofle Verbesserung des Kontrasts
erreicht. Ein Faktor Zwei in jeder Raumrichtung bedeutet einen Faktor 2 x 2 x 2
in drei Dimensionen, also eine um den Faktor 8 verbesserte 3D-Auflosung (ca.
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110 nm in der Objektebene, ca. 300 nm entlang der optischen Achse) gegeniiber
dem Konfokalmikroskop.

Abb. 4 zeigt eine Anwendung des ,,lateral SIM* Verfahrens auf ein wichtiges
Problem der Zellkernbiologie, die Nanostruktur von aktivem und inaktivem X-
Chromosom.

In Sdugerzellen, also auch beim Menschen, gibt es in méinnlichen Zellen nur
ein einzelnes X-Chromosom, wihrend es in weiblichen Zellen zwei davon gibt.
Wairen in weiblichen Zellen die Gene auf den beiden X-Chromosomen in gleicher
Weise aktiv wie auf dem einen X-Chromosom in méannlichen Zellen, so wiirde
ein Ungleichgewicht in der Aktivitdt dieser Gene folgen. Um dies zu verhin-
dern, sind in weiblichen Zellen entweder nur das miitterliche oder nur das vom
Vater stammende X-Chromosom aktiv, wihrend das jeweils andere inaktiviert
wurde. Dieser fiir den Organismus wesentliche Aktivitdtsunterschied findet sich
auch in der Struktur der X-Chromosomenterritorien wieder. Frither glaubte man,
dass das inaktive X im Gegensatz zum aktiven X-Chromosom ganz drastisch
kondensiert sei, mit Volumenunterschieden um das Zehnfache. Untersuchungen
von Sédugerzellen nach Chromosome Painting mit X-Chromosomenspezifischen
DNA-Proben und Konfokalmikroskopie zeigten jedoch, dass der Unterschied im
Volumen sehr viel geringer war (etwa das Zweifache); ferner ergab sich, dass
das aktive X-Chromosom im Gegensatz zum inaktiven etwas gestreckt war; dar-
tiber hinaus gehende strukturelle Unterschiede konnten jedoch wegen der auf ca.
200 nm lateral (Objektebene) und 600 nm axial (entlang der optischen Achse)
nicht erforscht werden. Dies wurde jedoch moglich durch die mit SIM gegebene
Auflésungsverbesserung. Bei den in Abb. 4 gezeigten Ergebnissen wurde ein
kommerzielles SIM-Mikroskop verwendet, das auf Arbeiten von Mats Gustafsson
und John Sedat in San Franzisco beruht.

Die Abb. 4 zeigt SIM-Aufnahmen eines weiblichen Zellkerns der Maus [Smeets
et al. 2014]; die Helldunkelfdrbung zeigt die Chromatin-Verteilung nach Firbung
mit einem konventionellen DNA-Farbstoff (DAPI). Die beiden X-Chromosomen-
territorien (griin) wurden durch ,,Painting* mit einer X-Chromosomen spezifischen
DNA-Probe sichtbar gemacht. Abb. 4 oben zeigt das aktive X (Xa), wihrend Abb. 4
unten das inaktive X (Xi) in einer anderen Ebene desselben Zellkerns darstellt.
Wie schon von Aufnahmen mit konventionell auflésender Konfokalmikroskopie
bekannt, ist das Volumen des aktiven X-Territoriums (Xa) gegeniiber dem inakti-
ven (Xi) etwas erhoht. Die wesentliche, erst mit superauflosender SIM sichtbare
Nanostruktur zeigt in beiden Fillen (Xi und Xa) eine Reihe kompakter kleiner
Chromatin-Dominen, siehe auch VergroBerungen Abb. 4 rechts); im Falle des ge-
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Abbildung 4: Superauflosende Mikroskopie (structured illumination microscopy) des aktiven und
des inaktiven Territoriums des X-Chromosoms in einem weiblichen Zellkern der Maus.

Die Abbildung zeigt die Chromatinverteilung nach Firbung mit einem konventionellen DNA Farb-
stoff (DAPI, grau). Die beiden X-Chromosomenterritorien (griin) wurden durch ,, Painting * mit
einer X-Chromosomen-spezifischen DNA Sonde sichtbar gemacht. Die obere Abbildung zeigt das
aktive X, die untere das inaktive X-Territorium in einer andern optischen Schnittebene dessel-
ben Zellkerns, rechts jeweils als entsprechende Ausschnittvergrofierung. Im Vergleich zum aktiven
X-Territorium hat das Territorium des inaktiven X-Chromosoms eine wesentlich kompaktere (he-
terochromatische) Struktur, die klar vom umgebenden (Eu)chromatin abgegrenzt ist (Pfeile in der
Ausschnittvergrofierung).

Mapstab links = 2um, Ausschnitt = 1um [modifiziert, aus Smeets et al. 2014].
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3

netisch inaktiven Xi ist jedoch der Abstand zwischen diesen ,,Chromatin-Clustern’
erheblich geringer als bei dem genetisch aktiven Xa (zu einer funktionalen Inter-
pretation dieser Nanostrukturunterschiede siehe unten). Der Ubergang zwischen
aktivem und inaktivem Zustand bedeutet demnach eine erhebliche Dynamik auch
der raumlichen Struktur des X-Chromosomenterritoriums: Es muss von einer mehr
»aufgelockerten* Architektur in eine mehr ,.kondensierte* iiberfiihrt werden.

5.2 Superauflosende Lichtmikroskopie von Chromatin-Nanostrukturen
mit Lokalisationsmikroskopie

Eine weitere Methode zur Uberwindung der konventionellen Grenze der optischen
Auflésung und ihrer Anwendung auf die Erforschung von Chromatinnanostruk-
turen im Zellkern ist das Verfahren der ,,Lokalisations-Mikroskopie* (Betzig et
al. 2006; Gunkel et al. 2009; Bohn et al. 2010; Cremer C, 2011, 2018; Cremer C
et al. 2017; Fornasiero & Opazo 2015; Birk 2017). Ihre Anfinge reichen bis in
die 1990iger Jahre zuriick, als sie erstmals konzipiert und in ,,Proof-of-Principle*
Experimenten realisiert wurde (Esa et al. 2000).

Der Ausgangspunkt der Uberlegungen zur Uberwindung der Auflésungsgrenze
der konventionellen Lichtmikroskopie (ca. 200 nm) durch Lokalisationsmikrosko-
pie sind die Uberlegungen von Lord Rayleigh (1896): Wie schon erwiihnt, ging
dieser von der Annahme aus, dass der zu untersuchende Gegenstand aus vielen
sehr kleinen ,punktférmigen’ selbstleuchtenden Objekten besteht. In der Astrono-
mie ist das beim Licht von Sternen der Fall; in der Biologie ist eine Selbstleuchtern
entsprechende Lichtemission moglich, wenn in der zu untersuchenden Biostruktur
dort befindliche Molekiile durch das Beleuchtungslicht zur Fluoreszenz angeregt
werden konnen: Das heift, dass sie Licht einer anderen Wellenldnge aussenden als
derjenigen des Anregungslichtes. Jeder kennt zum Beispiel das Phianomen, dass
bestimmte Materialien, die mit ultraviolettem Licht bestrahlt werden, dann griin
oder gelb aufleuchten. Auch chemische Reaktionen kénnen zu einer dhnlichen
Lichtaussendung fiihren.

Aufgrund der Wellennatur der Lichtausbreitung wird ein punktformiges Objekt
aber sogar mit einem Hochleistungsobjektiv nicht als Punkt abgebildet, sondern
es erscheint als kleines Scheibchen mit einem Durchmesser von etwa einer hal-
ben Wellenlidnge mal dem VergroBerungsfaktor M des Mikroskops. Wenn zwei
Objektpunkte ndher als ca. 200 nm voneinander entfern sind, tiberlagern sich die
Beugungsscheibchen so stark, dass sie nicht mehr voneinander getrennt (,,aufge-
lost*) werden konnen. Das ist die beriihmte, von Ernst Abbe und Lord Rayleigh in
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der zweiten Hilfte des 19. Jh. entdeckte ,,Aufldsungsgrenze. Da sie unmittelbar
aus der Wellennatur des Lichts, einem ,,Urphdnomen* der Natur zu folgen schien,
galt sie viele Jahrzehnte lang als uniiberwindbar und als eine fundamentale Grenze
der Erforschung der Natur mit lichtoptischen Verfahren.

Schon Rayleigh hat aber im Jahre 1895 darauf hingewiesen, dass die Position
eines einzigen, von den Nachbarpunkten geniigend weit entfernten Objektpunkts
aus der Analyse des von ihm erzeugten Beugungsscheibchens ,,beliebig genau’
bestimmt werden kann. Diese Bedingung kann in der ,.konventionellen Lichtmi-
kroskopie von Nanostrukturen nicht erfiillt werden, wenn die Beugungsscheibchen
benachbarter Objektpunkte sich iiberlappen.

Was aber wire, wenn es irgendwie geldnge, die Positionen von jedem Beugungs-
scheibchen unabhiéngig von den anderen zu messen? Dann konnte die Position
jedes einzelnen unabhingig von den anderen gemessenen Beugungsscheibchens
in einer Karte markiert werden; alle Markierungspunkte zusammen wiirden dann
ein Bild des Objekts ergeben, dhnlich wie bei einem aus einzelnen Lichtpunkten
zusammengesetzten Fernsehbild; je mehr Markierungspunkte eingetragen wéren,
desto detaillierter wiirde die Struktur des Objekts dargestellt werden kdnnen.

In der Lokalisationsmikroskopie kann dieses Problem auf verschiedene Weise
gelost werden, zum Beispiel mithilfe von verschiedenen Fluoreszenzemissionss-
pektren (,Spektralfarben’); oder mit Markierungsverfahren, in denen die Molekiile
nicht gleichzeitig, sondern nacheinander aufleuchten, also ,,blinken. Allen diesen
Lokalisationsmikroskopieverfahren ist gemeinsam, dass im Prinzip molekular
aufgeloste Abbildungen von beliebigen Nanostrukturen gewonnen werden konnen,
sofern die wesentliche Grundbedingung, die ’optische Isolation’, erfiillt werden
kann: Dies bedeutet, dass der Abstand zwischen zwei Molekiilen derselben ,,spek-
tralen Signatur mindestens eine halbe Wellenlidnge (ca. 200 nm) betragen muss.

Beispielsweise konnte man die Beugungsscheibchen von ganz eng zusammen
liegenden, nur in einer einzigen Farbe leuchtenden Molekiile auch dann von-
einander trennen, wenn diese Molekiile ihre Leuchtkraft (Luminizenz) zeitlich
verdndern wiirden, wie das bei heutigen Leuchttiirmen geschieht, oder in der
Astronomie bei Supernova-Ausbriichen. Aus solchen Hell- und Dunkelzustdnden
verschiedener Farbstoffmolekiilen kann dann ein hochaufgelostes Bild aufge-
baut werden, geméif einer schon vor 200 Jahren von einem Jenaer Naturforscher
ausgesprochenen Leitidee:

3

, Nunmehr behaupten wir, wenn es auch einigermafsen sonderbar
klingen mag, daf3 das Auge keine Form sehe, indem Hell, Dunkel und
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Farbe zusammen allein dasjenige ausmachen, was den Gegenstand
vom Gegenstand, die Teile des Gegenstandes voneinander fiirs Auge
unterscheidet. Und so erbauen wir aus diesen dreien die sichtbare
Welt. “ (J.W. Goethe, Entwurf einer Farbenlehre, 1808).

Bei der Anwendung dieser Idee in der heutigen Lokalisationsmikroskopie muss
man dafiir sorgen, dass der Abstand von zwei Molekiilen einer bestimmten Farbe
im ,,Hell-Zustand* so grof} ist, dass sich die beiden Beugungsscheibchen derselben
Farbe wihrend der Aufnahmezeit im Detektionssystem (z. B. einer CCD-Kamera)
nicht tiberlappen. In den letzten Jahren wurden derartige auf dem Grundkonzept
der Lokalisationsmikroskopie beruhende Ideen von verschiedenen Gruppen (u. a.
am King’s College in London, der Harvard University, der Universitit Heidelberg,
der Universitiit Bielefeld, dem Howard Hughes Medical Institute, der Maine
University, dem Max-Planck-Institut Gottingen) experimentell realisiert, wobei
unterschiedliche Markierungs- und Aufnahmemethoden zum selben Ziel fiihrten:
Einer optischen Superauflosung, die um ein Vielfaches besser war als die von
Abbe und Rayleigh postulierten Grenzen (Cremer & Masters 2013; Cremer et al.
2017).

Derzeit erlaubt die Lokalisationsmikroskopie eine lichtoptische Auflésung von
Genomnanostrukturen im Zellkern von etwa 10-20 nm (0.010-0.020 um; Rey-
mann et al. 2008; Sczczurek et al. 2017). Dies entspricht etwa 1/50 der eingesetzten
Laserwellenlénge, oder 1/1000 Durchmesser eines Zellkerns; dabei konnten in
einer einzelnen Zelle bis zu mehreren Millionen einzelne Molekiile voneinan-
der unterschieden und mit einer Genauigkeit von wenigen Nanometer lokalisiert
werden. Mit einem neu konstruierten Mikroskopiesystem verbunden mit einer
neuen Methode der optischen Isolation von DNA-Farbstoffen (,,spatial switching*;
Szczurek et al. 2017) gelang uns kiirzlich eine Bestauflosung (gemessen an der
Lokalisationsgenauigkeit einzelner Molekiile) im Zellkern von ca. 5 nm, also ei-
nem hundertstel der Wellenlénge; in genetisch inaktiven (,.heterochromatischen®)
Bereichen in der Nihe des Zellkernrandes konnten bis zu rund 70,000 einzelne
DNA bindende Farbstoffmolekiile pro um? lokalisiert werden (Shih-Ya Chen, C.
Cremer, unveroffentlicht), mehrere hundertmal so viel wie noch vor zehn Jahren
mit ,,photoactivated localization microscopy* (Betzig et al. 2006).

Um die Leistungsfihigkeit der Lokalisationsmikroskopie fiir die Untersuchung
der dynamischen Nanostruktur des Zellkerns zu zeigen, sei hier eine Anwendung
dargestellt, die wir zusammen mit der Arbeitsgruppe von George Reid (ehemals
IMB, derzeit EMBL) erforscht haben: Die durch Sauerstoffmangel induzierte
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Anderung der Chromatin-Nanostruktur in Herzmuskelzellen (Kirmes et al. 2015).
Bekanntlich beruht ein Herzinfarkt oder ein Schlaganfall auf einer plotzlichen
Verminderung der Durchblutung von Herzmuskel oder Gehirnzellen; dies fiihrt zu
einer akuten Unterversorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen und 16st eine ganze
Kette von biochemischen Anderungen aus; werden die Zellen nicht innerhalb
kurzer Zeit wieder mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt, so drohen bleibende
Schiden; ein groBer Teil aller Menschen in den industrialisierten Landern stirbt
an einer solchen Sauerstoff-Unterversorgung; selbst in Lindern wie Indien ist
die Herzinfarkt/Schlaganfallrate sehr hoch. Um neue Therapien gegen die ver-
heerenden Folgen selbst kurzen Sauerstoffmangels entwickeln zu kdnnen, wire
es wiinschenswert, aufler der besseren Kenntnis der molekularen Abldufe auch
mehr iiber mdgliche Anderungen der funktionellen Kernstruktur zu wissen. Abb. 5
zeigt ein Ergebnis aus Untersuchungen an Herzmuskelzellen der Maus; sie wur-
den mit einem neuen lokalisationsmikroskopischen Verfahren erzielt, bei dem
es gelang, einen konventionellen DNA-Farbstoff so effektiv zum ,,Blinken* zu
veranlassen, dass die Chromatinnanostruktur mit hoher struktureller Auflosung
untersucht werden konnte. Bei den in Abb. 5 gezeigten Ergebnissen konnten bis
zu einer Million einzelne DNA-Stellen in einem einzelnen Zellkern lokalisiert
und mit einer Prizision im Bereich von 10-20 nm vermessen werden; dies erlaub-
te quantitative Auswertungen mit einer bisher nicht erreichten Genauigkeit; die
Dichte der einzeln auflosbaren Signale war mehrere tausendmal hoher als dies mit
konventioneller Mikroskopie moglich gewesen wire.

Abb. 5A zeigt einen Herzmuskelzellkern nach Fiarbung der DNA mit einem
direkt an diese bindenden Farbstoff (Purpur) sowie einer immunchemischen Fér-
bung eines bestimmten ,,Histon* Proteins, das aktiv abgelesene Gene anzeigt
(Blau). Wie man durch Vergleich mit dem MalBstab leicht feststellt, haben die
einzelnen DNA dichten Chromatin-Doméinen einen variablen Durchmesser mit
einer typischen Gréfie von bis zu einigen hundert Nanometer, wie dies bereits
aufgrund von Konfokalaufnahmen in dem oben genannten Chromatinmodell an-
genommen wurde; dort war es allerdings wegen der limitierten Auflésung nicht
moglich, die Variabilitit dieser Strukturen nidher zu erforschen. Ein weiteres sehr
bemerkenswertes Ergebnis ist die Verteilung der (blau markierten) genetisch akti-
ven Regionen; diese befinden sich offenbar in den allermeisten Fillen am Rande
der stirker verdichteten Chromatin-Cluster (Purpur); natiirlich befindet sich auch
an den blau markierten Stellen noch DNA; wie aber quantitative Vermessungen
ergeben haben, ist dort die DNA-Dichte um ein Vielfaches geringer als in den
DNA dichten Chromatin-Clustern, sodass sie in der Abbildung nicht sichtbar wird.
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Der Vergleich des Lokalisationsbildes mit einer ,.konventionellen® Aufnahme
derselben Kernregion zeigt den enormen Gewinn an Strukturinformation, der sich
aus der Anwendung von superauflosenden Lokalisationsmikroskopiemethoden
ergibt.

Wir (Arbeitsgruppen C. Cremer/T. Cremer) und andere Gruppen haben heraus
gefunden, dass viele andere Molekiile, die fiir die Replikation und die Transkripti-
on der DNA, aber auch fiir die Weiterverarbeitung (,,Splicing*‘) der produzierten
RNA sowie fiir Reparaturvorgédnge verantwortlich sind, sich ebenfalls vor allem in
dieser Grenzregion aufhalten (fiir ein zusammenfassendes Modell siche Abb. 6).

Was geschieht, wenn solche Herzmuskelzellen unter Bedingungen gesetzt wer-
den (Sauerstoffmangel etc.), wie sie bei Infarkt/Schlaganfall auftreten?

Das Ergebnis war extrem iiberraschend: Kurze Zeit nach Sauerstoff Unterver-
sorgung dnderte sich die Chromatin-Nanostruktur dramatisch: Ein Grofiteil des
Chromatins verdichtete sich und bildete kleine ,,Atoll-artige* Strukturen. Die
auftretenden Unterschiede konnten dank der Auflosung der einzelnen beteiligten
Molekiile mit Nanometerprizision vermessen werden; dhnlich wie bei der Auflo-
sung einzelner Sternpositionen in einem Sternhaufen in der Astronomie mithilfe
der neuen ,,Super Teleskope konnen auch in der Zellkernbiologie dank dieser
quantitativen Vermessungen ganz neue Erkenntnisse gewonnen werden. Zum Bei-
spiel ist es jetzt moglich, nicht nur ,,qualitative* Unterschiede festzustellen (,,Die
Nanostruktur dndert sich bei Sauerstoffmangel*), sondern auch quantitative (,,um
wieviel genau?*‘). Wie in der Astrophysik ist das sehr wichtig, wenn es darum geht,
numerische Modelle der Zellkernnanostruktur (Diesinger & Heermann 2006; Lan-
gowski 2006; Hiibschmann et al. 2010; Barbieri et al. 2013; Nicodemi & Pombo
2014) zu entwickeln und daraus stark verbesserte Voraussagen zu gewinnen, z. B.
tiber die Wirkung von ionisierender Strahlung, oder hier von Sauerstoffmangel
und ihrer Milderung durch bestimmte Pharmaka.

In den oben skizzierten Untersuchungen wurden Zellen verwendet, die nach
einer Behandlung zu bestimmten Zeitpunkten fixiert worden waren. Derartige
Strategien zur Erforschung der dynamischen Entwicklung biologischer Systeme
sind seit Jahrtausenden erprobt; bereits Aristoteles konnte auf diese Weise erste
Aufschliisse tiber die Embryonalentwicklung gewinnen. Das gleiche geschieht
auch bei modernen molekularbiologischen Verfahren, wo zunichst die Zellen
aufgelost werden miissen, um DNA, RNA oder Proteine zu weiteren chemischen
Untersuchungen zu isolieren. Dennoch wire es auflerordentlich wiinschenswert,
Mobilitdt und Dynamik der Zellkernorganisation mit superauflosender Mikrosko-
pie direkt an einer lebenden Zelle zu verfolgen. In begrenztem Umfange ist dies

178 |HDJBO | 2018 | Band 3 | Artikel 8



Grenzen der Auflosung Cremer

D E

Abbildung 5: Anderung der Chromatin-Nanostruktur von Herzmuskelzellen (Maus) durch Sauer-
stoff/Nahrstoffmangel

A) Superauflosende Lokalisationsmikroskopie bei Normalbedingungen. Purpur: Chromatin-
Domdinen mit hoher DNA Dichte; blau: Orte der aktiven Transkription). Gezeigt ist ein ganzer
Zellkern.

B) Vergroflerung der weifs eingerahmten Zone von A.
C) Dieselbe Zone wie in B, aber aufgenommen unter konventionellen Mikroskopiebedingungen.

D) Superauflosende Lokalisationsmikroskopie (ganzer Zellkern) nach Sauerstoff/Ndhrstoffmangel,
entsprechend den Bedingungen bei Herzinfarkt; eine starke Anderung der Chromatinnanostruktur
(Purpurgefirbte Chromatin-Domdnen mit hoher DNA Dichte) tritt ein, aber auch eine starke
Abnahme der aktiven Transkriptionsbereiche an der Peripherie der Chromatin-Domdinen.

E) Vergrofierung der weif3 eingerahmten Zone von D.

Der Mafistab ist in C (Skala 500 nm) und in B), E) derselbe [Aus Kirmes et al. (2015)].
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bereits heute moglich (Shermelleh et al. 2001; Shechtmann et al. 2015; Nozaki et
al. 2017).

6 Ein allgemeines Modell der dynamischen Nanostruktur des Zell-
kerns

Ausgegangen sind wir von der Jahrzehnte giiltigen, allgemein akzeptierten Vor-
stellung, die mehrere Meter lange DNA im Kern einer Sdugerzelle (typischer
Durchmesser 10 um) sei sehr chaotisch verteilt, entsprechend etwa langen Spaghet-
tifaden in einem Teller; die gesamte hoch komplexe Regulation der Genaktivitiit
sei ausschlieBlich eine Sache biochemischer Reaktionen, dhnlich derjenigen, wie
sie in einer wissrigen Losung (Reagenzglas) ablaufen. Die in den letzten Jah-
ren erzielten methodischen Fortschritte in Mikroskopie und Molekularbiologie
haben jedoch neue Einblicke in die raum-zeitlichen Beziehungen der funktionel-
len Organisation der Zellkern-DNA ergeben. Aus diesem riesigen Gebiet neuer
Erkenntnisse haben wir hier einige Beispiele aus unserer eigenen Erfahrung dar-
gestellt. Die stindig wachsende Menge experimenteller Daten verlangt immer
dringender nach einer zusammenfassenden Schau, also Modellen. Die typische
Aufgabe von Modellen ist nicht, alle experimentellen Einzelheiten vollstindig
wieder zu geben; sondern eine Orientierungsmoglichkeit zu schaffen und Wege zu
neuen Experimenten zu weisen; ein Modell hat auch dann eine ganz wesentliche
Funktion erfiillt, wenn die zu seiner Priifung unternommenen Untersuchungen das
Modell , falsifizieren* und dazu anregen, ein neues Modell aufzustellen. Derzeit
gibt es eine ganze Reihe von allgemeinen Modellen der Zellkernstruktur, die sich
im Einzelnen auch widersprechen konnen. Welches Modell wo richtig und wo
falsch ist: Das ist derzeit eine offene und hochst spannende Frage der modernen
Zellbiologie. Vielleicht gibt es gar nicht DAS richtige Modell der Zellkernarchi-
tektur, ebensowenig wie es DAS richtige Modell einer Proteinstruktur gibt; bei
Proteinen weill man inzwischen, dass die auf der Grundlage der linearen Amino-
sdureketten im Zusammenwirken mit der Umwelt gebildeten dreidimensionalen
Strukturen hoch spezifisch sind und vielféltig dynamisch sein kénnen. Konnte
dhnliches auch fiir die dreidimensionale Faltung der linearen DNA-Basenketten
gelten? Als Beispiel préasentieren wir hier ein Modell der funktionellen Kernor-
ganisation, das hauptsichlich aus Elektronenmikroskopie und super-aufgelosten
Fluoreszenzmikroskopie-Studien entwickelt wurde.

Dieses auf der Grundlage fritherer Uberlegungen (Cremer T et al. 1993, 1995,
2000; Cremer & Cremer, 2001) entwickelte Modell (Abb. 6; Cremer et al. 2015,
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2018) nimmt im Zellkern zwei rdaumlich miteinander interagierende Bereiche
(Kompartimente) an, das ,,Aktive Kernkompartiment*“ (ANC) und das ,,Inakti-
ve Kernkompartiment* (INC). Die oben beschriebenen Chromosomenterritorien
(CTs) werden hier aus ,,topologisch assoziierten Chromatindoménen‘ (TAD) auf-
gebaut, die ein Netzwerk von Chromatin-Domain-Clustern (CDCs) bilden: Das
INC wird durch die kompakten, transkriptionell inaktiven Kerne der CDCs ge-
bildet, wihrend das ANC aus zwei Komponenten besteht. Das ist zum Einen
die transkriptionell aktive Peripherie der CDCs, die so genannte Perichromatin-
Region (PR; Rouquette et al. 2010); zum andern ist dies ein raumlich miteinander
zusammenhéngendes System von Kanilen, das Interchromatin Compartment (IC);
es beginnt an den Kernporenkomplexen der Kernhiille und dient nuklearen Import-
Export-Funktionen, so dhnlich wie ein Fluss/Kanalsystem bei den Meereshifen
beginnt und mit den Stddten im Landesinneren verbunden ist. Chromatin-Schleifen
konnen aus den CDCs/TADs herausragen und als Hauptorte der RNA-Synthese
fungieren, entsprechend Flusshéfen im Binnenland. Das ANC ist hoch mit Protei-
nen und epigenetischen Markierungen fiir genetisch aktives Chromatin angerei-
chert. Im Gegensatz hierzu ist das INC mit Markierungen fiir genetisch inaktive
DNA angereichert. Das INC und das ANC stellen zwei strukturell unterschiedliche
funktionelle ,,Phasen* dar, deren ,,Phaseniiberginge* von grofler funktioneller
Bedeutung sind.

Diese Organisation des Zellkerns (zu weiteren Modellen auf molekularbiol-
gischer Grundlage siehe Cremer et al. 2015) konnte eine Reihe von wichtigen
Funktionen haben:

— Aufgrund des modularen Aufbaus aus einzelnen Chromatin-Domain-Clus-
tern (CDCs) konnen die einzelnen Chromosomen fiir die Zellteilung leicht
stiarker verpackt (kondensiert) werden, ohne dass es zu einer Verhedderung
der Chromatinfasern kommt;

— Die Verpackungsdichte eines Chromosomenterritoriums (oder eines Teils)
kann rasch geédndert werden, indem die verbindenden Chromatinfasern
relaxieren oder aber stirker zusammengezogen werden; hierdurch kann die
Zuginglichkeit bestimmter DNA-Sequenzen (Gene) fiir Proteine reguliert
werden; wie jeder aus dem téglichen Leben wei3, kann bereits eine kleine
Anderung riumlicher Parameter (eine Tiire ist voll oder halb gedffnet) zu
einer groBen Anderung der Gebiudezuginglichkeit fiihren; in #hnlicher
Weise konnten Anderungen der Kompaktierung zu einer Regulierung der
Aktivitdt einzelner oder von Gruppen von Genen fiihren, ohne die Biochemie
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(Abbau/Neubildung von Proteinen) dndern zu miissen; solche rdumlich
kontrollierte Anderungen der Genaktivitit konnen also sehr schnell erfolgen
und je nach Kompaktierungsgrad die Zuginglichkeit fiir bestimmte DNA-
Sequenzen und damit deren Aktivitét sehr prizise regeln;

— Die Anordnung genetisch aktiver Bereiche an der Oberfliche der CDCs/
TADs gibt die Moglichkeit einer raschen und ungehinderten Interaktion
mit Faktoren des Interchromatin-Kompartments, z. B. mit Proteinen, die
von Hormonen oder allergischen Reaktionen ausgelost und auSen iiber die
Kernporen an das Kerninnere weitergegeben werden; oder mit kurzen RNA-
Molekiilen, die sich an bestimmte Sequenzen der dort befindlichen DNA
anlagern und so weitere Reaktionen auslosen konnen; insgesamt ergibt sich
damit eine weitere Moglichkeit der schnellen Feinregulierung der Aktivitit
einzelner bestimmter Gene;

— Eine der wichtigsten Voraussagen des Modells ist die dynamische Verkniip-
fung von Chromatinstruktur und Genregulation: Sobald ein aktives Gen
inaktiviert wird, findet eine Relokalisation vom ANC zum INC statt, un-
ter gleichzeitiger Kompaktierung; sobald ein inaktives Gen aktiviert wird,
wird seine Position vom INC zum ANC verschoben, unter gleichzeitiger
Dekondensation; die dabei wirksamen ,,epigenetischen* Mechanismen kon-
nen biochemische Prozesse sein (Modifikation von DNA/Histonen), aber
auch mechanische Einwirkungen, z. B. Druck/Zug auf die Zellmembran,
der iiber cytoplasmatische Mikrofilamente auf die Kernhiille und die mit
ihr verbundenen Chromatinstrukturen weiter geleitet wird (Gruenbaum &
Foisner 2015; Roy et al. 2017).

— Auch die Reparatur von geschidigter DNA konnte durch einen solchen Auf-
bau wesentlich verbessert werden; es wurde bereits experimentell gezeigt,
dass bei Schiden durch ionisierende Teilchen im Inneren von kompak-
ten Chromatindoménen die betroffenen DNA-Stellen zur Reparatur an die
Oberfliche solcher Dominen verlegt werden.
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Abbildung 6: Ein aktuelles Modell der Kernorganisation. Dieses Modell beruht auf der Annahme
mit einander rdumlich vernetzter genetisch aktiver und genetisch inaktiver Kompartimente. Das
aktive Kernkompartiment (ANC) ist eine zusammengesetzte funktionelle Einheit aus einem dreidi-
mensionalen Netzwerk von ,, Kandlen*, das bei den Kernporen beginnt und sich zwischen stdrker
kondensierten Zonen von Chromatin befindet; diese stirker kondensierten Zonen bilden das inaktive
Kernkompartiment (INC); Das am Rand dieser INC befindliche dekondensierte Chromatin enthdlt
die aktiv abgelesene (transkribierte) DNA; dort befinden sich auch die neu gebildete RNA und ihre
Verarbeitungszonen, sowie die neu gebildete DNA; auch die Reparatur der DNA findet dort statt.
Diese hoch aktive Randzone wird zum aktiven Kernkompartiment (ANC) gezdhlt [aus Cremer et al.

(2018)].
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7 Perspektiven fiir Biologie und Medizin

Die dynamische Organisation des Zellkerngenoms ist eine der heute noch offe-
nen, wesentlichen Herausforderungen der biologischen Grundlagenforschung;
ihre verbesserte Kenntnis konnte wesentlich dazu beitragen, die unglaublich ver-
wickelte Dynamik epigenetischer biochemischer Prozesse zu verstehen: Warum
zum Beispiel folgt die sequenzspezifische Methylierung bestimmter DNA-Basen
oder dort befindlicher Histone ganz exakten und hochkomplexen Mustern, abhén-
gig von Genaktivitit, Zelltyp, Entwicklungsstand, Alter etc.? Gilt hier vielleicht
etwas dhnliches wie bei vielen Proteinen, bei denen die chemisch induzierte
Strukturdnderung die Voraussetzung fiir ihre enzymatische Aktivitit bildet? Jeden-
falls wiirde eine derartige Hypothese Licht in das Dunkel dieser so verwickelten
Verhiltnisse bringen kénnen. Besonders ,,spannend® wire es in diesem Zusam-
menhang auch, der Hypothese einer engen Verbindung zwischen der Kodierung
des Langzeitgedichtnisses und der Kern-Genomstruktur der dabei beteiligten
Neuronen nach zugehen. Hier gibt es viele Untersuchungen, die zeigen, dass bei
den Speicherungsprozesen biochemisch vermittelte epigenetische Verdnderun-
gen des Chromatins stattfinden. Gemil dem in Abb. 6 skizzierten Modell der
dynamischen Genomorganisation miissten einzelne Neuronenkerne entsprechende
,lernbedingte* Modifikationen ihrer Genom-Nanostruktur aufweisen. Mit neuen
optischen Verfahren (seien es die superauflosende Lichtmikroskopie, seien es ak-
tuelle Methoden der Ultrastrukturmikoskopie wie Electron Specroscopic Imaging)
gibt es jetzt Wege, solche Hypothesen zu ,falsifizieren®. Das wire z. B. der Fall,
wenn mit Nanometerauflosung gezeigt werden konnte, dass eine epigenetische
Modifikation zu starker Anderung der Genaktivitiit fiihrt, ohne aber irgend eine
Modifikation der ortlichen Genomnanostruktur zu bewirken.

Die dynamische Organisation des Zellkerngenoms bildet auch eine Grundlage
fiir neue Ansitze der Gesundheitsforschung. Wire es z. B. moglich, geméll dem
ANC-INC-Modell (Abb. 6) die Kompaktierung von ,,Krebsgenen* durch bestimm-
te Pharmamolekiile ,,.epigenetisch* zu verdndern, so bote dies einen neuen Weg
der Krebstherapie; ein weiteres Beispiel wire die Entwicklung neuer Pharmaka
zur Behandlung von Herzinfarkt und Schlaganfall: Wire es moglich, durch solche
Stoffe die durch Sauerstoff- und Nihrstoffmangel induzierte drastische Anderung
der Chromatin-Nanostruktur (und damit der Genaktivitit) riickgéngig zu machen?
Ahnliche Einflussmoglichkeiten kénnte man sich beim Ersatz von Korpergewebe
durch Reprogrammierung von Zellen vorstellen, oder bei der Verlangsamung
des zelluldren Alterungsprozesses. Heute mdgen solche Spekulationen noch als
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»Science Fiction erscheinen; ein umfassendes Verstindnis der dynamischen Ar-
chitektur des Zellkerns, bis hinunter zur molekularen Ebene konnte aber eine
wesentliche Grundlage bieten, dem alten Menschheitstraum von einem langen
Leben in Gesundheit und Jugend ein wenig niher zu kommen.
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