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Niedrigdosierte Rontgenstrahlung kommt heutzutage tberwiegend in der medizinischeabBihdg

zum Einsatz und spielt dabei eine entscheidende Rolle in der Diagnostik. Besonderalkandkrei
werden computertomographische Untersuchungen mit niedrigdosierter RoOntgenstrahlung
durchgefuhrt. Dabei ist der Kopf das am haufigsten untersuchte Kérperteil. Neben mezrideng

in der medizinischen Diagnostik wird Rontgenstrahlung auch als Therapiemittel gegemeTum
eingesetzt. Zuséatzlich werden Menschen bei Flug- und Weltraumreisen durch naturliche Strahlung
belastet. Umso wichtiger ist die Untersuchung der Strahlungseffekte auf deni€rgen Der Fokus
dieser Arbeit liegt auf der Analyse von Strahlungseffekten auf das neuronale Netzwerkeier d

und zugleich folgenreicher Schaden der Roéntgenstrahlung ist die Induktion DNS-
Doppelstrangbriichen (DSBs). Proliferierende Zellen, zu denen unter anderem Stemmekbren,
besitzen prinzipiell zwei Reparaturwege um DNS DSBs zu reparieren: die homdog®iRation

(HR) und die nicht-homologe Endverknipfung (NHEJ). Ausdifferenzierte Zellen wie Neundone
Gliazellen kénnen nur noch auf den haufig fehlerhaften NHEJ-Reparaturweg zurlickgreifen. Nicht
oder fehlerhaft reparierte DNS DSBs filhren zu Seneszenz, Apoptose oder Zellentartiégner

auf diese Weise die Pathogenese von Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und Krebs fordern.

Um den Einfluss einer nicht funktionalen HR auf die Radiosensitivitdt im sich ezibask
neuronalen Netzwerk zu untersuchen, wurde das HR-defiziente RaN@&tismodell gewahlt. Die
Versuchstiere wurden wéhrend den neurologisch storungssensiblen Phasen E14.5 undtpl0 mi
500 mGy bestrahlt und im adulten Stadium hinsichtlich ihrer motorischemglkgiten sowie ihres
Explorations- und Lernverhaltens untersucht. Interessanterweise stellte sich beim Vergléich mi
Wildtyptieren heraus, dass nicht nur rontgenbestrahlte Rad34ere sondern auch sham bestrahlte
Kontrolltiere ein beeintrachtigtes Lernverhalten Morris Water MazeTest aufweisen. Motorische
Fahigkeiten und Explorationsverhalten, die mit Hilfe é&egtaRod und Elevated Zero Maz€ests
Uberprift wurden, sind hingegen nicht betroffen. Darliber hinaus konnte festgestelltememiass
zwischen dem spezifischen Defizit im komplexen raumlichen Lernen und der AnZadlilalecortin
(DCX)-positiven Zellen if@yrus dentatusier Rad54 Mause eine negative Korrelation besteht. Da
DCX als Marker fur junge Neurone etabliert ist, legt dieses Ergebnis die Schlussfolgerjrdassh

eine gestdrte adulte Neurogenese, die komplexe allozentrische Navigation erheblich beeintrachtig

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die NHEJ-Reparatur in verschiedenen neuronalepedellty
analysiert. Dazu diente das vitro Stammzellsystem J1. Vorteil dieses minimalistischen Systems ist
die Mdglichkeit, neuronale Stammzellen in homogene Deszendentenkulturen zu differenzieren,

sodass Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten unabhangig voneinandgichiich ihrer

Zusammenfassung 1



Radiosensitivitat untersucht werden konnen. Die Reparatur strahleninduzierter DNS DSBs wurde
tber die Immunfluoreszenzfarbung des Reparaturproteins 53BP1 verfolgt. Es zeigtelasish,
Neurone nach Bestrahlung mit 500 mGy eine drastisch verlangsamte Reparatur von DNBADSBs
eine signifikant reduzierte elektrische Spontanaktivitat aufweisen. Die Spontanaktivitdt wurde Uber
die Ableitung der Spannungsanderungen in der homogenen Neuronenkultur in einem
Multielektrodenarray bestimmt. Darliber hinaus konnte festgestellt werden, dasse ei
Impulsbehandlung tUber Nacht mit dem exzitatorischen Neurotransmitter Glutamatsignifikante
Steigerung der Reparatureffizienz von strahleninduzierten DNS DSBs in Neuronen besétktichu
schitzt Glutamat das neuronale Netzwerk vor einer strahleninduzierten Dysfunktion. Diesar Effek
konnte darauf zurlickgefiihrt werden, dass spezifische Agonisten des glutamatergen Sgstems
Bindung an spezifische NMDA-Rezeptoren einen ausschlie8lich in Neuronen vorkommenden
Signalweg induzieren, der zur Aktivierung der Topoisomerase ll-beta umklge dessen zur
Transkription vonimmediate early genedihrt. Diese verstarken die DNS-Schadensantwort und

wirken so neuroprotektiv.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die neuronale Entwicklung sowohl im emleryals auch
im postnatalen Status radiosensitiv ist und dass eine funktionale DNS D&mBiBepaschinerie

mafigebend fir die einwandfreie Entwicklung und Funktion des neuronalen Netzwerkes ist.

Zusammenfassung 2
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Low-dose ionising radiatioms frequently used in medical imaging and plays a crucial role in
diagnostics. Computer tomographic examinations with low- dose X- rays acgrped, especially on
toddlers. In these connections, the head is the most frequently examined body parteBbasd
ionising radiation is used as therapeutic agent against tumor. In addition peoplexposed to
natural radiation during air and space travel. These are important reasons to studsfféms of
ionising radiation on the organism. The focus in this work is the analysis of radétézts on the
neuronal network. A direct and seriously damage of ionising radiation ismthetion of DNA double
strand breaks (DSBs). Proliferating cells, such as stem cells, have two main repair pathepgs to
DNA DSBs: homologous recombination (HR) and non-homologousieing NHEJ). Differentiated
cells such as neurons and glial cells are dependent on the frequently defective repaiapatiiEJ.
DNA DSBs which are not or incorrectly repaired lead to senescence, apoptosis or degenemated cell
These factors can support thdee $Z}P v ¢]e }( oUz W @ljadidedse and tumor

formation.

To investigate the influence of a non- functional HR on radio sensitivitiiei developing neural
network, the HR- deficient Rad54mouse model was chosen. The animals were irradiated with
500 mGy during neurologically disturbance- sensitive phases E14.518nd'wo months later, in

adult stage, motor skills and exploration behaviour were analysed. Interestinglgothparison with

wild type v]u aeixhibit that not only the radiated Rad%4mice show impaired learning behaviour

in the Morris Water Maze- test, but also the sham irradiated control micetoM skills and
exploration behaviour, which were assessed by R®aRod-andElevated Zero Mazests, are not
affected. Furthermore, it was found that there is a negative correlation between the specific deficit
in complex spatial learning and the number of doublecortin (DCX)-posigiNs in thedentate gyrus

of Rad4” mice. Because DCX is a marker for young neurons, the results suggest that impaired

complex allocentric navigation is due to deranged adult neurogenesis.

In the second part of this work, NHEJ-repair in different neuronal cell types wazethaFor this
purpose, thein vitro stem cell line J1 was differentiated to homogeneous descendant cultures of
neurons, astrocytes and oligodendrocytes. This allowed each cell typeitmlbpendently tested for

radio sensitivity The repair of radiation-induced DNA DSBs was observed by immunofluorescence
staining of the repair protein 53BP1. It was found a dramaticallyeddlodown repair of DNA DSBs in
neurons after irradiation with 500 mGy. In addition, the low-dose irradiakads to a reduction of
electrical spontaneous activity. The spontaneous activity was determined by deriving thgevol

changes in the homogeneous neuron culture in a mutielectrode array. Interestingly, dwernig

Summary 3



treatment with the excitatory neurotransmitter glutamate significantly increases the repairesfagi
of radiation-induced DNA DSBs in neurons. Additionally, glutamate protectsetival network from
radiation-induced dysfunction. This effect could be attributed to the fact thgonists of the
glutamatergic system, by binding to specific NMDA-receptors, induce a sigrnadlihway which is
exclusively found in neurons. This signalling pathway leads to the activatiopa$omerase IlI-beta
and consequently to the transcription of immediate early genes. These enhance the DNWedam

response and thus have a neuroprotective effect.

Overall, it could be shown that neuronal development, both in embryonic amsthptal status, is
radiosensitive and that a functional DNA DSB repair is essential for the propeopleesit and

function of the neural network.

Summary 4
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Seit einigen Jahrzehnten ist bekannt, dass hoch dosierte ionisierende Strahlumgvieregden
Schaden am Organismus fuhren kann. Dies konnte sowohl durch eine Reihe epideniielog
Studien vonAtombombentiberlebenden in Hiroshima und Nagasaki, als auch durch Tierversuche
eindeutig festgestellt werden. Folgen einer hohen Strahlenbelastung sind unter anddieem
Entwicklung von Krebsgeschwiiren, Herz-Kreislauferkrankungen und Missbilduimygsierende
Strahlung in niedrigen Dosen gilt hingegen seit Uber einem Jahrhundertizlicines Werkzeug in

der Medizin. Mit Hilfe der Rontgenstrahlung wurden insbesondere im bildgebeBdegich grol3e
Fortschritte seit Ende des 19. Jahrhunderts gemacht. In den letzten Jahrzehnten kenmtxkhik

so weit verfeinert werden, dass nur noch sehr geringe Strahlendosen nétig sind, ugengines
Abbild der inneren Struktur des Korpers zu erlarfgédie Computertomographie (CT) kommt mit
Strahlendosen unter 100 mGy aus. Zuletzt wurden nach einer Studie in Deutschland le6CF al
Untersuchungen bei Kindern durchgefiihrt. Die Halfte dieser Kinder war zum Zeitpunkt der
Untersuchung junger als 4 Jahre. Das betroffene Koérperteil war zu 52 % der SCEhideh! die
Strahlenexposition im CT relativ gering ist, kann eine Schadigung des Gemnmrgdrufen werden.

So konnte in einer Studie nachgewiesen werden, dass Méanner, die im Kleitkindader
Bestrahlung im Kopfbereich (> 100 mGy) ausgesetzt waren, im Erwachsenenaltereethehel
Verminderung der kognitiven Leistung aufwieseleuere Studien unterstiitzen diese Befunde und
zeigen, dass selbst niedrige Strahlendosen zum Zelltod von neuronalen Stammzellerkdirinmem

Dabei sind nicht nur wie zuvor angenommen die neuronalen Stammzellembmyonalen Stadium

gefahrdet, sondern auch die adulten Stammzellen im postnatalen Gehirn

311 ] pos E PHMEIP v ¢ Ju N uP EZ]EV

Schon in den frihen sechziger Jahren konnten in verschiedenen adulten Saugerartdifferder
3h-Thymidin-Autoradiographie neu gebildete Neurone nachgewiesen wérd@dmwohl daraufhin in
weiteren Studien neuronale Vorlauferzellen in erwachsenen Saugerhirnen ausgemacht werden
konnten, dauerte es 30 Jahre bis das alte Dogma, dass eine Neubildungwonéyenur wéhrend

der Embryogenese mdglich ist, durch die Neuerkenntnis, dass auch im adulten rioesohGehirn

1 Kato 1971; Miller 1969; Otake und Schull 1998.

2 Fahimian et al. 2010.

3 Hall et al. 2004.

4 Barazzuol et al. 2015; Gatz et al. 2011; Fike et al. 2009.
5 Altman 1962, 1963; Smart 1961.
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Neurogenese stattfindet, abgelost wurtidie adulte Neurogenese ist ein Prozess, an dessen Anfang
Stammzellen stehen, die Uber Proliferation und Migration letztendlich neue Meunervorbringen,

die sich im vorhandenen System integrieteBisher konnten zwei pragnante Orte im Saugergehirn
ausgemacht werden, welche fir die Neubildung von Neuronen verantwortlich gemacht weliden:
subventrikulare und die subgranuldre Zone. Diese Zonen werden auch zusammenfassend als
Stammzellnischen bezeichfietNeu gebildete Neurone aus der subventrikularen Zone (SVZ)
migrieren hauptsachlich anterior Richtung olfaktorischen Bulbus, um sich dort nach d
Differenzierung als Interneurone im olfaktorischen System zu integfieBasonders wichtig fiir den
Menschen sind jedoch die neuronalen Stammzellen, die in der subgranularen Zone (SGyudes
dentatus (GD) liegen. Diese Stammzellen radiale Gliazellen, Abb. 1 A) entwickeln sich aus
Neuroepithelzellen, die wahrend der embryonalen Neurogenese gebildet wurden ismaum
adulten Stadium in den Stammzellnischen residieren. Durch die besondere Umgeirioge die
Stammzellnische schafft, bleiben die Stammzellen in ihrem proliferierenden Stadiusiel#in aus
Wachstums- und Transkriptionsfaktoren bestehendes extrinsisches Signal zur Migration bekommen.
Frahe, unreife Neurone, die sich aus radialen Gliazellen entwickeln (Abb. 1 A) werderGéBeh

noch depolarisiert. Dies liegt an ihrer hohen intrazellularen Chlorid-Konzemtratdie Uber den
Chlorid-Importer NKCC1 aufrechterhalten Wirdm spateren Verlauf ihrer Maturation bilden sie
funktionelle NMDA-Rezeptoren aus und werden nur noch durch Glutamat Agomisfiarisiert.

GABA wirkt dann, aufgrund der niedrigeren intrazellularen Chlorid-Konzentratiomjtamisicht™.
Radiale Gliazellen die aus der subgranularen Zone migrieren und sich Uber Neuroblagiegen
Neuronen entwickeln, besitzen spezielle Eigenschaften, um sich im neuronalen Schaltkreis des
Hippocampus zu integrieren. lhr Schwellenwert fur die Induktion von Langtaitperungen (LTPS)

ist besonders niedrig, die GréRe der Amplitude des LTPs hingegen besgraers TPs beschreiben

den Effekt der langfristigen Verstarkung der synaptischen Ubertragung im Hippocampus, tber die
Aktivierung des NMDA Rezept&rsAufgrund der leichten Induktion eines LTPs in jungen Neuronen,
koénnen diese in Konkurrenz mit den bereits integrierten Kérnerzellen treten und werdehzgiig

schneller integriert. Ermdglicht wird diese Erleichterung der LTP-Induktion dur€ANRézeptoren,

6 Kaplan und Hinds 1977; Kaplan 1985; Tuszynski und Gage 1995; Erikssd®%8;aGould et al. 1999b; Boldrini et al.
2018.

7 Kaneko et al. 2017.

8 Alvarez-Buylla und Ga#iVerdugo 2002; Fares et al. 2019; Abbott und Nigussie 2020.
9 Ming und Song 2011; Bergmann et al. 2012.

10Ge et al. 2008; Tozuka et al. 2005; Ge et al. 2006.

11 Nacher et al. 2007; Overstreet Wadiche et al. 2005.

12 Frey und Morris 1997; Nicoll und Schmitz 2005; Bliss und Lomo 1973.
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die die NR2B Untereinheit besitZénDiese starke synaptische Plastizitat ist ein Schlusselfaktor fur
die Bildung von Langzeiterinnerungen und die raumliche Orientiéfuigje Entwicklung von
Neuroepithelzellen zu reifen Neuronen unterscheidet sich in der adulten Neurogenese kautarvon
embryonalen Neurogenese Der einzige nennenswerte Unterschied liegt in der Geschwindigkeit der
Maturation, die bei der adulten Neurogenese erheblich langsamer verlauft als es bei der

embryonalen Neurogenese der Faltist
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Abbildung 1: Differenzierungspotential radialer Gliazellen und detailliertebifferenzierungsverlauf von Neuronen.
Erstellt mit BioRender.com.

13 Tashiro et al. 2006; Toni et al. 2007.

14 Ge et al. 2007; Espésito et al. 2005; Schmidt-Hieber et al. 2004; Ramirez-Amaya et al. 2006; Kee et al. 2007.
15 Espésito et al. 2005; Duan et al. 2008.

16 Qverstreet-Wadiche et al. 2006; Zhao et al. 2006.
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(A) Differenzierungspotential radialer Gliazelle in der adultemmanen subgranularen Zone. Wéahrend der embryonalen
Entwicklung wandeln sich einige der Neuroepithel-Zellanradiale Gliazellen um. Diese produzieren wiederum
Vorlauferzellen fir Neurone, Oligodendrozyten und Astrozytemobd wahrend der embryonalen als auch spater in der
adulten Neurogenese. (B) Wahrend der Differenzierung radialezéllen zu reifen Neuronen durchlaufen die Zellen
mehrere Stadien, in denen kritische Phasen das Zellliberleki@hrgen und sich die synaptische Integration, als auch die
Expression charakteristischer Proteine verandern. Abbildung in Anmgheun Ming und SoAg

Die subgranuléare Zone ist darauf ausgerichtet, dass neu gebildete Neuerlelien und sich in den
vorhandenen Schaltkreis des Hippocampus integrieren. So geben z.B. Astrozyten eineoReihe v
Membranbindungsfaktoren ab, die zur Regulierung der Proliferation, der Migratiosh der
Synapsenbildung von Neuronen essentiell Sindicht aktivierte Mikrogliazellen sorgen dafir, dass
apoptotische Zellkérper neuer Neuronen schnell phagozytiert werden und keinen negativen Effekt
auf andere migrierende Neurone hati€ninterneurone setzen in der Stammzellnische GABA frei, um
die Maturation, die Entwicklung der Dendriten und die synaptische Integrationneagebildeten
Neuronen zu sicheffi Glutamat reguliert unter anderem Uber die Aktivierung des NMDAR-
Signalweges das Uberleben der neu gebildeten Nedtofleotz der guten Voraussetzungen fir ein
erfolgreiches Integrieren der neu gebildeten Neurone in das vorhandene Netzwerk, gibt es auf
diesem Weg der adulten Neurogenese zwei kritische Phasen fur die jungen Neurone. Die erste ist
wahrend der Umwandlung von migrierender Vorlauferzelle ins Neuroblastenstadium (St&dam

vor unreifem Neuront noch keine Dendriten ausgebildet, aber DCX positiv) und die zweite wahrend
der Integrationsphase des unreifen Neurons zum reifen Neuron (Abb. 1 B). Faktoren, diezkss P

der Neurogenese verdndern oder den Verlust von Neuronen oder Gliazellen bewirken, kénnen
neurodegenerative Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson oder Chorea Huntington adé’s|sss
wenige Zellen solche Auswirkungen auf die neuronale Verschaltung haben, liegt an der Bitjensch
dieser jungen Neurone, als Modulatoren fiir eine grof3e Anzahl von reifen Neuronimgieren.
Junge Neurone kénnen reife Neurone in ihrer Aktivitat starken, ihre Siggataronisieren und eine
Oszillation im Netzwerk auslosénJunge Kornerzellen bilden Verbindungen tber Moosfasern zu
Pyramidenzellen der CA3 Region, ebenso wie zu dutzenden Interneuronen, welche wiederum

hunderte von reifen Kornerzellen i@yrus dentatusnhibieren konneff.

17Ming und Song 2011.

18 Barkho et al. 2006.

19 Sierra et al. 2010.

20 Ge et al. 2006; Tozuka et al. 2005.

21 Tashiro et al. 2006.

22 Akiyama 1994; Price et al. 1986; Braak und Braak 1991; Stout et al. 2011; Hinnell et al. 2012.
23 Kee et al. 2007; Ramirez-Amaya et al. 2006.

24 Freund und Buzséaki 169
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Aus den radialen Gliazellen der subgranularen Zone kdénnen neben den Neuronen-Vorlauaferzel
auch Oligodendrozyten- und Astrozyten-Vorlauferzellen entstehen, welche zu aduieellBh

reifen (Abb. 1 A). Die Besonderheit der Oligodendrozyten besteht in ihrer Zusammensatmling
Aufgabe im zentralen Nervensystem. Sie selbst bestehen fast ausschlie3lich aus dem basischen
Myelinprotein (MBPengl. myelin basic proteirund sind dafiir verantwortlich, neuronale Axone mit
einer Myelinschicht zu ummanteln, um eine schnellere Signalweiterleitung zugéamén. Der
Ursprung der Myelinisierung ist noch nicht vollstandig geklart. So kann dignjpigeluktion von
Oligodendrozyten selbst initiert oder durch duRere Signale gesteuert werden. Sichemasst, d
Oligodendrozyten ihre Oberflache um das 6.500-fache vergréRern und auf \diese multiple
Axonsegmente myelinisieren kdnnen. Aufgrund dessen zeichnen sich Oligodendrozytereiderch
hohe metabolische Aktivitdt aus, die es erforderlich macht, dass Oligodendrozyteneege
Verbindung zum vaskularen System haeikin krankhafter Abbau der Myelinisierung, welches
symptomatisch fir Multiple Sklerose ist, fuhrt zu LAhmungserscheinungen und Feliiadiom von
Signaleingangen im Zentralnervensystem (ZN$)ansformationen von Oligodendrozyten stehen im
Verdacht der Ursprung von Gliomzellen zu $ein

Astrozyten sind die zahlenstarksten Zelltypen im zentralen Nervensystem und (bernehmen ein
weites Spektrum an Aufgaben, um dieses System funktional aufrechtzuerhalten. Neben der
strukturellen und metabolischen Unterstiitzung von Neuronen, erhalten sie die BluiSidhranke,
regulieren den zerebralen Blutstrom und bewirken durch die Aufnahme von Neurotransmititern
lonengleichgewicht im ZRES Astrozyten konnen zudem regulierend auf die Snyaptogenese wirken.
Dies geschieht durch die Expression von Thrombospondinen und Glypikanehe wié Neuron-
Neuron Interaktion initiieren, oder durch das Entfernen von Synapsen durch MikPodfime
Fehlfunktion der Astrozyten kann zu Epilepsie und multiplen neurodegenerativen Kramkheit
fuhren®,
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Die Erkenntnis, dass ionisierende Strahlung fatale Auswirkungen auf das Gehirn haben kann, wurde
spatestens nach den Atombombenabwirfen auf Hiroshima und Nagasaki ersi¢hflion allem

Embryonen, die sich in einer kritischen Phase der Gehirnentwicklung befanden, waren besonders

2 Lee etal. 2012.

26 Fancy et al. 2011.

27 Lju et al. 2011.

28 Stevens et al. 2007; Freeman 2010.

29 Allen et al. 2012; Christopherson et al. 2005; Kucukdereli et al. 2011.
30 Phatnani und Maniatis 2015; Coulter und Steinhauser 2015.

31 Shors et al. 2001; Preston et al. 1994; Preston et al. 2007.
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betroffen. Die Folgen waren vielgestaltig und reichten von schweren kognitiveneschédhin zum
Abort junger Feteff. Dass das junge postnatale Gehirn von Kindern ebenso gefahrdet ist durch
ionisierende Strahlung Schaden davonzutragen, wurde erst nach Studien Uber Patienten ersichtlich,
welche in ihren friihen Kindheitsjahren eine Strahlentherapie erfahren h#tt&either ist der Disput
grol3, ob es eine Schwellendosis gibt, die erreicht werden muss, um Schade@elinn
hervorzurufen oder ob jede Strahlendosis - sei sie noch so gering - zu einer Veranderung ienkNetzw
des Gehirns flhren kann. Eine Erforschung dessen ist umso wichtiger, da der Einsatenaoleisi
Strahlung besonders im medizinischen Sektor immer weiter zunimmt wiahtiger wird.
Rontgenstrahlung ist seit Jahrzehnten ein wichtiges Werkzeug bei der Bekadmpfung von
Gehirntumoren. Problematischerweise fiihrt die Bestrahlung des juvenilen und dderacehirns
haufig zu neurodegenerativen Entwicklungen, die erst Monate oder Jahre nach der abgs=ohio
Strahlentherapie zutage tretéfi Prozesse die im Hippocampus verschaltet werden, so wie das
Lernen, die Generierung von Erinnerungen und rdumliche Orientierung, sind besonders betroffen.
Ein Grof3teil der Patienten, die erfolgreich durch eine Strahlentherapie genesen, entwickelten im
spateren Leben eine DeméfizStrahleninduzierte Lerndefizite haben in Mausmodellen haufig ihren
Ursprung in einer verminderten Proliferation und einer erhdhten ApoptoserateHippocampus
sowie einer Verminderung der adulten Neurogen€sBie adulte Neurogenese spielt eine wichtige
Rolle fur die normale Funktion des Hippocampus, weshalb strahleninduzierte Veragderder

Neurogenese zu schweren kognitiven Beeintrachtigungen fifhren

313 <] o SlpvP

Ziel dieser Arbeit war es in eindmvitround in vivoModellsystem die kurz- und langfristigen Effekte
niedrigdosierter Strahlung auf das neuronale Netzwerk zu untersuchen und einen Beitrag zu
Risikoabschatzung zu leistedm Vordergrund stand dabei der folgenreichste Effekt der
Rontgenstrahlung, die Induktion von DNS Doppelstrangbriichen. Diese eliarien Folgen einer
Rontgenbestrahlung sollten in unterschiedlichen neuronalen Zelltypen untersucheweldfiir bot

sich die murine, neuronale Stammzelllinie J1 an. Dieses minimalistiseii® Zellsystem ermdglicht

es neuronale Stammzellen in homogene Deszendentenkulturen zu differenzieren.n@e kite

Induktion und die Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs in Neuronenzykesir und

32 Otake und Schull 1984; Ron et al. 1982.

33 Ron et al. 1982; Hall et al. 2004; Sadetzki et al. 2005.

34 Surma-aho et al. 2001; Roman und Sperduto 1995.

35 Crossen et al. 1994; Abayomi 1996; Lee et al. 1989.

36 Tada et al. 2000.

37Hodges et al. 1998; Sienkiewicz et al. 1994; Snyder et al. 2001; Shors et al. 2001.
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Oligodendrozyten einzeln und unabhéngig voneinander betrachtet werden. Biter
Bestrahlungsdosis von 500 mGy und der Detektion des Reparaturproteins 53B&1 Isoluktion

und Reparatur von DNS DSBs in den Zelltypen verfolgt werden. StrahleninduzierteSB$ISirial
komplexe Briich¥&, die bei fehlerhafter oder unvollstandiger Reparatur die Genomstabilitat der Zelle
gefahrden. Eine Genominstabilitat kann zu entarteten Zellen fuhren, die den Ursprung bdsartige
Geschwiire bildefl. Ebenso kann eine gefahrdete Genomintegritat zum Zelltod fihr®er Verlust

eines Grofteils von Neuronen fihrt zu neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer oder
Parkinsoft. Aufgrund dessen ist eine geeignete Reparatur dieser komplexen DNS DSBs unerlasslich.
Postmitotische Zellen wie ausdifferenzierte Neurone und Gliazellen sind hauptsachlitie aicht-
homologen Endverknupfung (NHEJ) angewiesen, wahrend mitotischen Zellen, wie den neuronalen
Stammzellen, prinzipiell ein weiterer Reparaturweg, die homologe Rekombingkidt), zur
Verfligung stetf. Wie wichtig eine intakte DNS DSBs-Reparatur ist und welche langfristigen Folgen
entstehen kdnnen wenn diese Reparatur beeintrchtigt ist, sofitesivo mit dem HRdefiziente
Mausmodell Rad54 untersucht werdenZusatzlich sollte eine Bestrahlung der B&d Mause, mit

500 mGy, zu den Entwicklungszeitpunkten E14.5 und p10, dariiber Aufschluss geberhedeend

die Folgen von Rontgenstrahlung auf das sich entwickelnde Gehirn sind, wenn ein wichtiger DNS DSB-
Reparaturweg beeintrachtigt ist. Uberpriift wurde dies mit dem raumlichen Lern- und Gedachtnistest

Morris Water Maze

38 Ward 1988.

39 Khanna und Jackson 2001.

40 McKinnon 2013.

41 Price et al. 1986; Bender et al. 2006.
42 Mao et al. 2008.
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Lange Zeit galt das adulte Gehirn als strahlenresistent. Diese Hypothese leitete sich von dem
Paradigma ab, dass sich im postnatalen Gehirn keine proliferierenden Zellen mehr betiieden,
besonders strahlensensitiv sind. Erst durch den Nachweis der adulten Neurogenese wurde dieses
Paradigma revidiert und die eigentliche Strahlensensitivitat einiger Areale im Gehimedackg®.

Ein solch strahlensensitives Areal ist die subgranuldre Zone, in welcher &ifanmesidieren, die

den Ursprung aller neu generierten Neurone@wrus dentatusles Hippocampus bildéh Moderate

bis hohe Strahlenbelastungen, die z.B. wahrend einer Tumortherapie auftreten, fihren insbesondere
bei Kindern zu kognitiven Beeintrachtigun@ferSolche Beeintrachtigungen zeigen einen vielfaltigen
Charakter, der allerdings haufig im Zusammenhang mit den Funktionen des Hippocampus in
Verbindung steht, zu welchen die Ged&chtnisbildung, das Lernen und die raumliche
Informationsverarbeitung gehoréh Besonders proliferierende Stammzellen und junge
Vorlauferzellen sind bei einer Dosisleistung zwischen 0,4 Gy und l&f&ydgt abgetdtet zu
werderf’. Neben der Apoptose wurden allerdings auch eine ganze Reihe anderer Folgen
ionisierender Strahlung dokumentiert, zu denen neben neuroinflammatorischen ProZessem

Veranderungen der NMDA-Untereinheifésowie die Storung der Redox-Homdostase gehren

Der Verlust an Stamm- und Vorlauferzellen, die Veranderung des Nischenmildbdge Stérung der
Signalweiterleitung adulter Neurone im Hippocampus fllhren zu einer Beeintrachtigang d
Lernverhalteng. Neu erworbenen Informationen, die im Hippocampus verarbeitet und als
Erinnerung im Langzeitgedachtnis abgespeichert werden, kdnnen nicht mehr abgerufen werden.

Interessanterweise ist das Arbeitsgedachtnis nicht davon betroffen, genau so wenig wie

43 Altman 1962; Kaplan und Hinds 1977.

44 Gage 2000.

45 Abayomi 1996; Roman und Sperduto 1995; Lunsford und Kondziolka 2001.

46 Raber et al. 2004; Rola et al. 2004; Madsen et al. 2003; Winocur et al. 2006.

47 Mizumatsu et al. 2003; Nagai et al. 2000b; Tada et al. 2000; Sasaki et al. 2000; Peissner et al. 1999.
48 Monje et al. 2003.

49 Shi et al. 2006.

50 Rola et al. 2007.

51 Winocur et al. 2006; Alam et al. 2018; Shors et al. 2001.
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Erinnerungen, die vor der Schadigung des Hippocampus erworben weérdarch die raumliche
Orientierung ist Teil des Verschaltungsprozesses im Hippocampus. So kdnnen Menselem, d
einem nicht funktionalen Hippocampus leiden, sich mit Hilfe von KartenAmhaltspunkten in einer
neuen Umgebung orientieren, allerdings nur so lange wie sich die Informatianen
Arbeitsgedachtnis halten kdnnen. Sobald Langzeiterinnerungen formiert werden muisseainum
bestimmtes Ziel zu finden, ist es ihnen nicht mehr maglich, sich zutierem®. Insbesondere fur
Tiere ist die Verschaltung im Hippocampus essentiell fir die rdumliche Orientierungn®enko
Ratten mit einem defekten Hippocampus iMorris Water Mazezwar eine spezifische Route
erlernen, die Navigierung zu einem sich drtlich verédndernden Ziel oder ausgehereineorsich
andernden Startposition, ist ihnen nicht mogfithGesunde Nager erstellen, unterstiitzt vom
Hippocampus, eine kognitive Landkarte déater Maze um tber verschiedene mogliche Routen das
Ziel (verstecke Plattform) zu erreichen. Nager mit geschadigtem Hippocampus kdcmentsieder
per seden Aufenthaltsort der Plattform nicht merken, weil sie die Information nicehimabrufen
kénnen, oder ihnen fehlt die Flexibilitdit der Navigation, da es ihrient Mmaoglich ist, eine prazise

kognitive Landkarte zu erstellen.

Die Fahigkeit eine prazise, kognitive Landkarte erstellen zu kdnnen{ im&shgsondere von den
sogenannten Ortszellen des Hippocampus ab. Diese Zellen senden Signale aus, sobald sich das Tier an
einem bestimmten Ort aufh&t Unterschiedliche Ortszellen feuern Signale an unterschiedlichen
Orten, sodass der Aufenthaltsort des Tieres allein durch das Aktivitatsmuster dieser Ortszellen
ausgemacht werden kafh Die Spezifikation der Ortszellen aus der CA1 Region wird unterstitzt
durch den Signaleingang von Neuronen aus der CA3 Reégion medialen entorhinalen Cortex
residieren Neurone, die ebenso raumlich selektiv aktiv sind, wobei diese Neuroneeleren

Feldern Signale feuern, wahrend die Ortszellen immer nur ein einziges Feld bétiehan
Aktivitaten dieser Neurone beschreiben ein hexagonales Gitter und die Gesamtheit aller
Gitterstrukturen kartographieren den Raum, in dem sich das Tier befthdetle dieser sogenannten

Gitterzellen hat einen leicht unterschiedlichen Satz von x,y-Koordinaten in dezluimg, sodass die

52 Squire et al. 2004.

53 Urgolites et al. 2016; Shrager et al. 2007; Teng und Squire 1999.

54 Morris et al. 1982; Eichenbaum et al. 1990; McDonald und White 1994.

55 O'Keefe und Dostrovsky 1971; Eichenbaum 2015; O'Keefe und Nadel 1978.
56 O'Keefe 1976; Wilson und McNaughton 1993.

57 Brun et al. 2002.

58 Fyhn et al. 2004; Hargreaves et al. 2005.

59 Hafting et al. 2005.
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gesamte Umgebung von einer kleinen Anzahl von Gitterzellen abgedeckt werden kan2fAbm
dorsalen Bereich des entorhinalen Cortex beschreiben die Gitterstrukturen kleine Fe&leliclok
beieinander gepackt sind. Dabei gilt: je ventraler der Bereich des Cortex liegt,edgstodierter ist

der MaRstab der Felder der GitterstruktufdnDas Besondere an den Gitterzellen ist, dass sie ihre
spezifische hexagonale Feuerrate unabhéngig von Bewegungsgeschwindigkeit und -richtung
beibehalten. Im entorhinalen Cortex werden demnach gleichzeitig Informationen zu
Bewegungsgeschwindigkeit und Richtung verarbeitet, um die Gitterstruktur dynamisassampzu
kénnen. Ermoglicht wird das durch die Aktivitit der Kopfrichtungszellen und der
Geschwindigkeitszelléh Zusammen bilden die Systeme aus entorhinalen Cortex und Hippocampus

das Navigationszentrum in Saugern.

Gitterzellen Ortszellen

Abbildung 2: Gitter- und Ortszellen des Hippocampus und des entorlginalortex.

(Links) Feuerungsmuster einer Gitterzelle im entorhinalen Cortexsdbiwarze Spur entspricht dem Laufpfad einer Ratte in
einem 1,5 m (Durchmesser) groRen Quadrat. Jeder rote Punkt entspricht eireeufguer Gitterzelle. Werden die Punkte
an denen die Gitterzelle reagiert hat miteinander verbundenjbtrgich eine regelmaRlige hexagonale Struktur. (Rechts,
oben) Feuerungsmuster einer Gitter- bzw. Ortszelle. (Recirten) Farbkodierte Feuerungskarte, rote Flachen weisen auf
eine hohe Aktivitéat hin, blaue auf eine niedrige. Gitterzelyeften als die Hauptversorger an raumlichen Informationen fiir
die Ortszellen. Abbildung verandert nach Moser et al. 2015

412 ] Z}oo A}v Z fid A ZE v E Z}u}o}P v Z 1Jul@®IEJPvwv]lvy P
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In S&ugetierzellen spielt besonders die nicht-homologe Endverknipfung (MABD, non
homologous end joiningeine wichtige Rolle bei der Reparatur von strahleninduzierten DNS

Doppelstrangbriichen. Grund dafir ist, dass die NHEJ-Reparatur wahrend des gesamten Zellzyklus

60 Moser et al. 2014.

61 Brun et al. 2008.

62 Boccara et al. 2010; Sargolini et2006; Kropff et al. 2015.
63 Moser et al. 2015..
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eingesetzt werden karth Wahrend der friihen Entwicklung von Saugern befindet sich der GroRteil

an Zellen allerdings im proliferierenden Zustand und damit vermehrt in der S uriRh&s2, daher

spielt zu diesem Zeitpunkt die homologe Rekombination (HR) eine besondees Roti&°. Die HR-
Reparatur ist zwar in ihrem Einsatz beschrankt, da zur DSB-Reparatur ein Schwesterchatsmatid
Template zur Verfiigung stehen muss, daflr ist die Reparatur von DNS DSBs UbdR-dég H
akkurater als Uber den NHEJ-Reparaturweg. Falsch eingebaute Basen treten wahrend der HR-
Reparatur kaum bis gar nicht &uf Die Genauigkeit der HR ist besonders wichtig wahrend
Entwicklungsphasen, in denen sich viele Zellen sehr schnell teilen und ein GroR3t€ikmiesols
transkribiert werden mus$. Postmitotische Zellen die nicht mehr proliferieren reparieren DNS$ DSB
hauptsachlich Uber den NHEJ-Weg. Vorteil dieses Reparaturweges ist die Schnailighteit DNS

DSBs repariert werden, Nachteil ist die hthere Fehleranfalligkeit im Vergleich ZurAtigtdings
kénnen postmitotischen Zellen, in denen nur noch eine kleine Fraktion des Genoktisrieti aktiv

ist, fehlerhaft reparierte DNS-Schaden eher toleriéteBowohl in Hefezellen als auchDnosophila
melanogasterund Hihnerzellen konnte durch die Entwicklung reparaturdefizienter Mutanten
gezeigt werden, dass sich die Reparaturwege NHEJ und HR gegenseitig unterstitzen, wenn

Beeintrachtigungen in den Systemen auftrefen

Initiiert wird die homologe Rekombination durch die Resektion der gatigren DNS-Bruchenden,

e} ¢ Jvi 0°3E vBberhgngenzentstehen (Abb. 3). Dieser Schritt ist hoch konserviert und
bendtigt die Aktivitat zahlreicher Nukleasen, zu denen die BLM-Helikase (BL®,0X o}}ufe
syndrome helicageder MRN (MRE11-RAD50-NBS1)-Komplex, die Exonuklease 1 ({fXd&)ATP
abhangige DNS Replikations-Helikasag(.: DNA replication ATP-dependent helicasédk.: DN2)
gehoren. Geschitzt vor weiteren Resektionsschritten werden die freien Enden durch das
Replikationsprotein A (RPA)Eines der Schlisselproteine wahrend der HR ist das Rad51 Protein. Mit
Hilfe von Mediatorproteinen wie BRCAL, BRG&RI( Breast cancer gene 1), @nd Paralogen des
Rad51 Proteins -zu denen Rad54 gehort -wird das RPA verdrdngt und ein HaNSl-s

(= Einzelstrang-DNS)-Nukleofilament gebildet, welches mit einer homologen SecgueGzrom

(Schwesterchromatid oder homologes Chromosom) einen D-loop ausbildet. In di2deap wird

64 Kanaar et al. 1998; Chang et al. 2017; Sonoda et al. 2006.

65 Ranjha et al. 2018; Ceccaldi et al. 2016; Takeuchi und Nakamura 2014; Orii et al. 2006.
66 Sonoda et al. 1999; Rothkamm et al. 2003a.

67 Rousseau et al. 2012.

68 Mao et al. 2008.

69 Essers et al. 2000.

70 Kooistra et al. 1999; Siede et al. 1996; Takata et al. 1998.

71 Symington und Gautier 2011.
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die DNS-Synthese aktiviert, welche die fehlenden Nukleotide im Bereich der Bruchstsilte &sm
Schluss wird der D-loop wieder aufgelost, entweder durch die Dissoziation des eingedrungenen
Stranges (SDSéngl.synthesis-dependent strand annealirgler durch die Migration eines Stranges

der Hdliday junctions(Struktur die sich bildet, wenn die Strange zweier DNS Molekile ausgetauscht
werden), welche durch Resolvasen wieder gespalten werden. Dadurch kann es zu einer Ubernahme
an Sequenzen des homologen Stranges kommenyl( crossovér In den frihen Phasen der
Homologen Rekombination sorgt die Interaktion von Rad54 mit Rad51r, ddéiss Rad5kam
Einzelstrang der DNS stabilisiert wWirdZusatzlich unterstitzt Rad54 die Rekrutierung einer
homologen Sequenz durch das Rad51 Préteiach der Bildung eines D-loops, katalysiert Rad54 die
Dissoziation des Rad51 Proteins vom dsDNS (= Doppelstrang-DNS) unr BiatBifidung der DNS-
Polymerase zu schaffén In der spateren Phase der HR bindet Rad54 spezifisch arotliday
junctionsund férdert aktiv die ATP-abhangige Migration des StrafgBartber hinaus stimuliert
Rad54 die Endonuklease Mus81-Emel (Mms4), welchddliiglay junctionsvieder spalten kanf.

72\Wolner et al. 2003; Mazin et al. 2003.

73 Mazina und Mazin 2004.

74 Solinger et al. 2002; Chi et al. 2006; Li und Heyer 2009.

75 Rossi und Mazin 2008; Swagemakers et al. 1998; Bugreev et al. 2006.
76 Mazina und Mazin 2008; Matulova et al. 2009.
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Abbildung 3 DNS Doppelstrangbruchreparatur tiber die homologe Rekombination. Etstatl BioRender.com.

Die HR kann nur wéhrend der spaten S und der G2 Phase dirtgegerden, da zu diesem Zeitpunkt ein
Schwesterchromatid zur Verfigung steht, das als Reparaturtemplate rdikaen. Initiiert wird die HR durch den MRN-
Komplex mit CTIP, sowie eine Reihe von Nukleasen, wie EXCA uB#IBLM, welche einzeisE vP|P WherhBrige
generieren (A). Die freiliegenden DNS Enden werden durch RB#gert (B) bis diese von Rad51 und Rad54 verdrangt
werden. Die Rekrutierung der Rad-Proteine erfolgt mit Hilfe von BREABRCA2 (C). Rad54 unterstitzt das gelgildet
Rad51-ssDNS-Nukleofilament beim Auffinden und Binden einer sohBdigten homologen Sequenz im
Schwesterchromatid. Dabei entsteht ein D-Loop, in welchem RIS Synthese aktiviert wird, um die fehlenden
Basenstiicke des DNS Bruchs zu ersetzen (D). Der D-Loop wiedientiurch die Dissoziation des invadierenden Stranges
aufgeldst (SDSA, synthesis-dependent strand annealing) €)dodch die Bildung von Zwischenprodukten dkruble
Holliday junctiongF). Diese werden durch die Endonuklease Mus81-Emel gaspaldei es zu einer Uberkreuzung der
Sequenzen der Schwesterchromatiden kommen kann.

Ein Fehlen des Rad54 Proteins fuhrt in embryonalen Mauszellen zu einehtesrho

Strahlensensitivitat, welche in adulten Zellen nicht mehr nachgewiesen werde’kimrGegensatz

77 Essers et al. 2000; Essers et al. 1997.
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zu Rad5knock outMausmodellen sind die Rad¥hock outMause nicht embryonal letdl Ohne
strahleninduzierten Stress entwickeln die Tiere einen normalen Phanotyp, sie umielesthsich

mithin weder in ihrem Gewicht noch hinsichtlich ihrer Lebenserwartung vom Wifdtaufgrund

dieser Eigenschaften eignet sich das Rad&bck out Mausmodell hervorragend fur die
Untersuchungen langfristiger, strahleninduzierter Effekte, sowie der Auswirkung einer DNS DSB-

Reparatudefizienz, auf die neuronale Entwicklung.

78 Kuznetsov et al. 2009.

79 Rousseau et al. 2012.

Kapitel | 18



42 D 8§ E] o pv D SZ} v < %o /

421 e« Z A®D peu} o0

Das RAD54&nock out Mausmodell, sollte als DNS reparaturdefizientes-System dienen um den
Einfluss ionisierender Strahlung auf das adulte Lernverhalten zu untersuchen. lonisi€teatdang

fuhrt zu Doppelstrangbriichen in der DRSNicht, oder fehlerhaft reparierte Briche fuhren zur
Instabilitidt des Genoni§ deshalb existieren in der Zelle verschiedene Reparaturmechanismen.
Generell gibt es zwei Hauptwege die der Zelle zur Verfligung stehen um DN&srapgbriiche
(DSBSs) zu reparieren, die nicht-homologe EndverknipfNitE( engl. non homologous end joihing
und die homologe Rekombination (HRWelchen Reparaturweg die Zelle verwenden kann, hangt
eng mit der Zellzyklusphase zusammen, in der sie sich wahrend der Schadigung befunDéen HRt.
funktioniert nur in der Anwesenheit eines Schwesterchromatids, welches nur in der spated G2
Phase vorhanden ist. Zudem ist die Reparatur mit der homologen Rekombinatiorclléartysamer

im Vergleich zur nicht-homologen Endverknipfung. Dafir ist der NHEJ-Weg cldeutli
fehleranfallige?®. Bei den Rad54 Mausen ist die Expression eines Schlisselproteins wahrend der
homologen Rekombination unterdriickt. Bei der homologen Rekombinatiorrdeme nach
Entdeckung eines DNS DSBs die Enden des DSBs resektiert. An den Enden lagert sithndas Pr
Rad51 mit Rad54 an und es bilden sich Nukleoproteinflamente, die wiedemm i
Schwesterchromatid nach komplementdren DNS-Sequenzen suchen um das unbeschéadigte
Schwesterchromatid als Matrize zu benutzen. Fir diese Neusynthese der beschadigtemu&NS
zuerst das Rad51 Protein wieder von den Enden entfernt werden. Dies wird vom Protéi4 Rad
katalysiert. Ein Fehlen dieses Proteins kann zu Reparaturdefekten finrRanl51knock outMause

sind embryonal letdf, Rad54knock outMause hingegen weisen keinen eklatanten Phanotyp auf.
Weder beim Gewicht, noch bei der GréRe der Mause kann ein signifikanter Unterschied zwischen
den Mutanten und den Wildtyptieren festgestellt werden. Auch das Uberleben der Tier&ligt n

eingeschrankt und bis zum 5. Lebensmonat zeigen sich auch keine makroskopisaobemitaterf®.

80 Ward 1988.

81 Jackson und Bartek 2009.

82 Jackson und Bartek 2009; Rothkamm et al. 2003b.

83 Pfeiffer et al. 2004; Riballo et al. 2004; Branzei und Foiani 2008.

84 San Filippo et al. 2008; Kim et al. 2002; Mills et al. 2004; Kirshner et al. 2009.
85 Kuznetsov et al. 2009.

86 Essers et al. 1997; Kuznetsov et al. 2009.
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Einzig die Fruchtbarkeit scheint bei den Mé&nnchen eingeschrénkt zu sein, sie weisen eine
verminderte Anzahl an Primodialfollikeln &uf

Da das RADB4Mausmodell keine phanotypischen Auffalligkeiten zeigt, wurden in der Zuchtefur di
unter der NTP-ID 00018090-2-4 beschriebenen und genehmigten Tiere nur honeodgase

verwendet.

422 ' V}8C%]e] EuvP F"MEPE 1D

Um eine homozygote Zucht sicherzustellen wurden alle Zuchttiere einer Genotypigierun
unterzogen. Gewebeproben der Tiere wurden nach der Entwdhnung (p23 - 25) durch
Ohrmarkierungen entnommen. Die Ohrstanzen wurden mit Lysepuffer [1x Gitschier Puffer,
Proteinase K, 0,02 % SRJl. sodium dodecyl sulfgteddH20] versetzt und tber Nacht bei 56 °C
und 900 Upm inkubiert. Danach erfolgte eine Erhéhung der Temperatur auf 95 2Q fiiin. Nach
funfmindtiger Zentrifugation bei 13000 Upm wurden die Lysate bis zur Dunchfgh der

Polymerasenkettenreaktion bei -20 °C gelagert.

Tabelle 1: Primer Sequenzen der RAB58enotypisierung

P151 Genotyp RAD54-KO1 izt ' ddd dd ' 'd ddd i
P152 Genotyp RAD54-KO2 if ddd 'dd ddd' [
P153 Genotyp RAD5#5M Al 'dd ' d " d ]

Fur die Genotypisierung wurden 5 pl Lysat mit 1x PCR Taqg Puffer (ohne Magngsinkh)MgCl,
0,15 mM dNTP Mix, und je 2 uM Primer versetzt und die Reaktion pdt (Sigma-Aldrich®)
aufgeflllt. Zum Schluss wurde in jeden Reaktionsansatz 1U Taq Polymerase pipettidi¢ @R

unter folgendem Protokoll durchgefiihrt (Tab. 2).

Tabelle 2: PCR Protokoll

Schritt Zeit Temperatur
1 3 min. 94 °C
2 1 min. 94 °C ]
3 1 min. 55 °C | Schritte 24
35Wiederholungen
4 1 min. 72 °C

87 Messiaen et al. 2013.
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5 10 min. 72 °C

Die Produkte aus der abgeschlossenen RDBI.(polymerase chain reactipwurden mit 6-fachem
Ladepuffer auf ein 2 %iges Agarosegel mit ROTI®GelStain (von der Firma Carl Rotayeufged
die Gelelektrophorese (Gene power supply GPS 200/ 400 von der Firaradeia) fir 90 min. bei
90V betrieben. Alle Gelbilder wurden mit dem Bildsystem Chemidoc MP dem FioRad
visualisiert und aufgenommen. Die Wildtypbande setzte sich aus den Priniéh @#hd P153
zusammen und lief auf einer H6he von 200 bp, wahrendkdaxk outBande sich aus den Primern

P152 und P153 zusammensetzte und auf einer Héhe von 300 bp lief jAbb. 4

bp Marker +/- -/- -/- -/- /- -/- +/-
1000

500 B

300

200

100

Abbildung 4: Repréasentative Agarosegelaufnahme der GenotypisierungRiet54 Mause.

Um die BasenpaargrofRe (bp) der PCR-Produkte zu bestimmen wurd®®@ihp DNS Marker eingesetzt. +/- steht fur
heterozygote, -/- flir homozygote Tiere.

4.2.3 *SE ZouvP (EJY GEidJu idXA } E % il S ]Juu

Die Bestrahlung der RAD5Mause erfolgte an einer Réntgenrohre des Types Isovolt 320 der Firma
GE Sensing & Inspection Technologies, bei einer Leistung von 250 k¥ miAd dinem Abstand von

75 cm zur Strahlenquelle und mit einem 1 mm Alufilter fir 29 Sekungen die absolute
Dosisleistung von 500 mGy zu erreichen. Die Dosimetrie wurde mit dié&kh\Weichstrahlkammer-
Dosimeter kontrolliert. Das trachtige Muttertier bzw. die zehn Tage alten Tiere wurden einzeln
eine luftdurchlassige Vorrichtung mit wenig Bewegungsfreiheit iberfihrt und watdendesamten

Bestrahlung durch ein Berylliumfenster beobacht®hambestrahlte Tiere wurden ebenfalls in die
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Rontgenrohre fur 29 Sekunden Uberfuhrt, allerdings ohne einer ionisierenden Stradnisggsetzt

Zu sein.

424 D}$}E]s Z & 3§

Der RotaRodTest ist einer der am weitesten verbreiteten Motorkoordinationstests. Zuerst
beschrieben wurde er 1957 von Dunham und MiyaDer Vorteil des Tests liegt in seinem
automatisierten Aufbau und die fehlende Notwendigkeit eines speziellen Trainings.
Beeintrachtigungen im Bewegungsapparat und im Lernen von neuen Bewegungerklaind
auflésbar. Daher findet ddRotaRoeVersuch besonders Anwendung bei Medikamententests, welche
sich auf die neuromuskulare Koordination richfein dieser Arbeit ging der Motortest allen anderen
Versuchen voraus, um die uneingeschrankte motorische Fahigkeit der RABGR#&e sicherzustellen

und mdgliche Defizite durch die Réntgenbestrahlung aufzudecken.

Abstandsscheiben

/ Rotationsstab

[ Geschwindigkeitsregler

Stoppuhr: Latenzzeit bis zum Fall

Abbildung 5: Schematischer Aufbau siRotaRodTests. Erstellt mit BioRender.com.

In mehreren voneinander abgetrennten Bereichen kénnen mehreee Tiur gleichen Zeit den Versuch absolvieren. Dabei
sitzt jedes Tier auf dem gleichen rotierenden Stab, desseatiBosgeschwindigkeit mit einem Regler verstellt werden

kann. Ein integrierter Fallsensor registriert, wenn ein Tier sidit mehr auf dem Stab halten kann und hinunter fallt, dabei

wird zugleich die Zeit gestoppt.

Zur Habituation der Tiere wurden sie 30 min. in ihrem Kéafig ungestoért gelasseaciDenfolgte die
Gewohnungsphase, dabei wurden die Tiere fir 60 s auf den nicht rotierenden St&totddods
gesetzt (Abb. 5). Nach der Gewdhnung erfolgte eine 10 minltige Pause imD&ifigveite Teil der
Gewohnungsphase umfasste zwei Durchgénge, in denen die Tiere auf den leicht rete&iath

gesetzt wurden (4 UPM). Fiel in dieser Zeit eine Maus vom Stab so wurde sie wiedezsauf di

88 DUNHAM und MIYA 1957.
89 Shiotsuki et al. 2010; Hamm et al. 1994; Wei et al. 2016; Kao et al. 2015.
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gesetzt und der Versuch wurde fortgesetzt. Nach den Gewdhnungsphasen schloss sich eine
30 minutige Pause im Kafig an. Fir den eigentlichen Verhaltenstest wurden die Tiere insgesamt drei
Mal auf den Rotationsstab gesetzt und dieser linear von 4 auf 40 UPMIdasich. Jeder Test
dauerte so lang, wie sich die Maus auf dem rotierenden Stab halten konnte, abémai 300 s

Beim Fall vom Rotationsstab lésten die Tiere eine Stoppuhr aus, welche mit dexansgeall
gekoppelt war. Die aufgenommene Zeit bis zum Fall wurde als Mal3 fur die
Motorkoordinationsfahigkeit gewertet. Zwischen jedem Versuchsdurchlauf hatten die Tiere je

15 min. Ruhe in ihrem Kéfig.

425 0 A& e« ®} D1 ~ *De

Das Elevated Zero Maze ist ein evaluierter Test um das Angst- und Exploeatiatiten bei Nagern
zu untersuchef?. Zur Habituation wurden die Tiere zunachst 30 min. in ihrem Kéfig in Ridssgn.
Der Versuch beinhaltete die Verhaltensformen der Tiere auf einer erhdhten ringférmigen Platte zu
untersuchen. Diese Platte war in vier Segmente aufgeteilt, die zwei geschlogsgrmvai offene
Bereiche bildeten. Die Geschlossenen Bereiche waren mit einer 15 cm hohen Umrandung

eingegrenzt, wahrend die offenen Bereiche keinerlei Barrieren aufwiesen (Abb. 6

offener Bereich

geschlossener Bereich

60 cm

Abbildung 6: Schematischer Aufbau dEtevated Zero Maz§ ests. Erstellt mit BioRender.com.

Die ca. 60 cm erhdhte ringférmige Plattform war in zwei geschlossemke zwei offene Bereiche eingeteilt. Die
geschlossenen Bereiche waren umgeben von 15 cm hohen Wanden.

Die Tiere wurden 30 min. lang im EZM mittels der Software EthoVision XT nagtvenfbldann
wieder zurtick in ihren Kafig Gberfihrt. Nach jedem Versuchsdurchlauf wurde das EZM mdl Ethan

gereinigt um olfaktorische Spuren der Versuchstiere zu beseitigen. Ausgewertet wurden di

9 Tucker und McCabe 2017; Kulkarni et al. 2007; Bell et al. 2014.
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Aufenthaltszeiten der Tiere in den offenen und geschlossenen Bereigdowie die insgesamt

zuriickgelegte Distanz.

426 DIEE]-t& E D I

DasMorris Water MazgMWM) wurde vor fast 40 Jahren entwickelt und ist bis heute einer der am
weitesten verbreiteten Tests fur die Untersuchung des raumlichen Lernverhaltens bei NaDes»
MWM hat viele Vorteile, so ist weder eine lange Vortrainingsphase nochEeitzug von
Nahrungsmitteln noétig. Seine Zuverlassigkeit spiegelt sich zudem in seiner Urdiicipfigit

gegenuber unterschiedlichen Kérpergewichten und Essverhalten der Tiere ®ieder

Es existieren verschiedene Protokolle mit unterschiedlichen Schweregraden und Versuchszeiten,
jeweils auf das Untersuchungsziel abgestimmt. Prinzipiell besteht das MWM aus eindam,run
wassergefiillten Becken, indem unterhalb der Wasseroberfliche eine durchsichtige Plattform
platziert wird. An den umliegenden Wanden sind verschiedenartige Symbole angebracht welche als
Hinweise dienen. Ziel des Versuchsaufbaus ist es, dass die Tiere in mehreren Trainingstagen di
genaue Platzierung der versteckten Plattform mit Hilfe der Hinweise erlernetiviion den Ort

der Plattform zu erlernen ist das Wasser selbst, denn Mause sind keine nattrlichen 8emwind

suchen daher instinktiv einen Weg aus dem Becken.

91 Morris 1981; Morris et al. 1982; D'Hooge und Deyn 2001; Hall et al. 2004; Lu et al. 2020; Terry, Alviiv\/2@0@n
92 \Vorhees und Williams 2014.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung ddsrris Water MazeTests. Erstellt mit BioRender.com.

Das Wasser des Beckens wurde mit einer ungiftigen Farbe getribt, denfattform fir das Versuchstier nicht sichtbar
war. Die Maus konnte sich mit Hilfe der Hinweise an den umiidge Wanden orientieren und so den Ort der Plattform
ausfindig machen. Uberwacht wurde der gesamte Test mit einer Kamerained Trackingsoftware, die den genauen
Aufenthaltsort der Maus mitverfolgte.

In dieser Arbeit wurde ein Becken mit einem Durchmesser von 120 cm gewahtagn®asser mit

einer weilRen lebensmittelechten Farbe getriibt. Ein zylinderférmiges Plewigtale darin platziert

Die Plattform des Zylinders hatte einen Durchmesser von 10 cm und lagmil,Gnter der
Wasseroberflache des Beckens, sodass sie nicht sichtbar flr die schwimmenden Tiere war. An vi
Wanden die das Becken umgaben waren einfache geometrische Symbole angebracht, welche als
Hinweise dienen sollten. Das Schwimmverhalten der Tiere wurde mit einer an der Decke
angebrachten Kamera und der Software EthoVision® XT Version 11.5 der Firma Bitdtkishz
mitverfolgt (Abb. 7.

Der Morris Water Maze Versuch bestand aus mehreren Phasen und erstreckte sich tber zwei
Wochen. Am ersten Tag startete zuerst die Gewdhnungsphase, hierbei wurde die Plattfoem in d
Mitte des Beckens ausgerichtet und das Wasser nur soweit aufgefiillt, dass dfer®lath. einen
Zentimeter Uber der Wasseroberflache hinausragte. Auf diese Plattform wurde das Tier gesetzt und
fur 30 Sekunden in Ruhe gelassen. Sprang es in dieser Zeit von selbst von der Plettfdegte

einige Zentimeter im Wasser zurtick, wurde es wieder auf die Plattform zuriickgelé&tetdarauf

sitzen gelassen und danach in den Ké&fig unter eine Warmelampe gesetzt. Tiere die nicht von allein ins
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Wasser sprangen wurden in angemessener Entfernung zur Plattform ins Wasser gesetzt, danach
wieder zur Plattform geleitet und 15 s darauf in Ruhe gelassen um dann wieder audek Kafig
unter die Warmelampe zurick gefuhrt zu werden. Die Gewothnungsphase wurde fir jedes Tier
dreimal durchgefiihrt, wobei eine Pause von mind. 15 min. zwischen jedaohd@ang eingelegt

wurde.

Nach der Gewodhnungsphase schloss sich direkt die erste Trainingsphase an. Das Wassenim Beck
wurde aufgeflillt, bis die Plattform 1,5 cm unter der Wasseroberflache verschwand, soeldss si
eingetribten Wasser nicht mehr sichtbar fur die Mause war. Die Plattform wurde in der ersten
Woche der initialen Phase mittig im Sidwestquadranten des Beckens ausgericites. Tier
durchlief vier Versuche um die Plattform zu finden. Dabei wurde es an vesci@n Stellen des
Beckens mit dem Kopf zur Beckenwand ausgerichtet in das Morris Water Maze gesetzt. Zur
Orientierung der Startpositionen dienten kleine Markierungen an der Auf3enwand des Beckens die
die Himmelsrichtungen (Norden, Osten, Siden, Westen) auswiesen. Sechs verschiedene
Startpositionen gab es fir die erste Trainingswoche: Norden, Osten, Siden, Westen, Sid-Osten und
Nord-Westen. Diese Startpositionen wurden jeden Tag gewechselt, sodass sich keine Gewdhnung der
Tiere an einen bestimmten Ablauf einstellen konnte. Jeder Versuch die Plattfofinden dauerte
solange bis die Maus mind. 3 Sekunden auf der Plattform sitzen blieb und das Tracking der
Kamera stoppte. Fand die Maus die Plattform nicht innerhalb v@hsl2vurde sie dorthin geleitet

und fiir 15 s in Ruhe gelassen, damit sie Zeit hatte sich zu orientieren. Nach jedem Versuch hatten die
Tiere eine Pause von mind. 20 min. in ihrem Kafig unter einer Warmeladgezh Abschluss aller vier
Versuche wurde noch ein visueller Test durchgefiihrt. Beim visuellen Test markiertéadine die
Position der Plattform. Damit sollte ausgeschlossen werde, dass eintDafeisuellen System der

Tiere, das Erlernen der Plattformposition beeintrachtigte. Die initiale Phesdeeekte sich tUber 5

Tage. Am sechsten Tag wurde ein Probeversuch durchgefiihrt. Bei diesem Test wurde die Plattform
aus dem Becken entfernt und die Tiere fir 60 Sekunden in der Arena schwimmen gelassen. Nach
Ablauf der Zeit wurden die Mause aus der Arena genommen und unter einer Warmelarhpenin i

Kéfig in Ruhe gelassen. Jedes Tier durchlief den Probeversuch nur einmal.

Am siebten Tag pausierten die Tiere, am achten startete die zweite Phase, die sich elibefalls

5 Tage erstreckte und als Umkehrphase bezeichnet wurde. Im Rahmen der Umkehrphase wurde die
Plattform mittig des nordostlichen Quadranten platziert. Der Versuchsablauf unterschiedisith

zur der initialen Phase, jedes Tier hatte vier Versuche pro Tag um die Plattform ez, fitadbei
anderte sich die Startposition mit jedem Versuch und jeden Tag rotierte der Ablauf der Skaetpu

An jedem Tag wurde zuletzt ein visueller Test durchgefihrt um die Sehfahigkeit der Tiere zu
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Uberprifen. Am sechsten Tag folgte ein weiterer Probeversuch, indem die Plattforneadseatha

entfernt wurde und jedes Tier einmal 60 Sekunden im Becken schwimmen musste.

Alle eingesetzten RAD54Tiere stammten aus der homozygoten Zucht (s. Kapitel 4.2.2) und wurden
wie unter 4.2.3 beschrieben, bestrahlt. Alle Mause waren ca. 8 Wochen alt disnsiéorris Water
MazeTest begannen. Alle durchgeflihrten Verhaltensversuche wurden unter der NTP-ID 001809

2-4 beschrieben und wurden vom Regierungsprasidium Darmstadt genehmigt.
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Die unter 4.25 und 4.2.6 beschriebenen Verhaltensversuche wurden zeitgleich mit einer
Videokamera aufgenommen und die daraus entstanden Daten mit der Software &tm®/XT der
Firma Noldus ausgewertet. Der Schwerpunkt lag bei dabei beim Nachverfolgeredewahrend

der gesamten Versuchslaufzeit. Im EZM wurden dabei drei Koérperpunkte der Maus getrackt, der
Kopf, die Korpermitte und der Schwanzansatz. Diese Daten gaben somit differenzietlusss

daruber mit welchem Korperteil sich die Tiere im offenen bzw. geschlossenen Reraidhielten.

Im MWM wurde die Kdrpermitte des Tieres getrackt und so das Schwimmverhaltezzaidignet.

Nicht nur die Latenzzeit bis zum Erreichen der Plattform konnte so aufgeea werden, sondern

auch die Aufenthaltszeit in digital eingeteilte Quadranten, der thigmotaktischendandritischen

Zone. Die Einteilung der Arena in spezifische Zonen war besonders fur die Begridés
Suchverhaltens der Tiere wichtig (Abb. 8). Richtlinien zur Kategorisierung der Suchstrategien wurden
aus der Veroffentlichung von Graziano aus dem Jahr 2003 entnofAmBabei gelten die
Suchstrategien Direktes Finden (DF), Annaherung zum Ziel (A) und Selbstorientierend (O) als
raumliche Suchstrategien, wahrend die Strategien Scannen (S), willktrliches Scannen (WS), Kreisen

(K) und Thigmotaxis (T) zu den nicht rAumliche Suchstrategien gehéren.

93 Graziano et al. 2003.
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thigmotaktische Zone

Plattform

Thigmotaxis (T)

kritische Zone

Kreisen (K)

Willkirliches Suchen (WS)

. Scannen (5)
. . @ Selbstorientierend (O)
Anniherung zum Ziel (A)
@ @ @ Direktes Finden (DF)

Abbildung 8 Kategorisierung der MWM-Suchstrategien nach Graziano.

Reprasentative Schwimmpfade im MWM. Eingezeichnet sind die Plattform (gPiei8, thigmotaktische (blauer Pfeil) und
kritische Zone (roter Pfeil) zur Beurteilung der Suchstrategik, WS und S z&hlen zu den nicht rdumlichen Suchstmategie
O, A und DF zahlen zu den raumlichen Suchstrategien. Abbildunglgerédach Graziano et al. 2083
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Nach Ablauf aller Verhaltensversuche wurden die RADMEuse perfundiert (Narkose und
Perfusion erfolgten unter der Leitung von PD Dr. Andreas Hess an der FAU Erldaggaghirn
entnommen und dieses in 15 ml einer 4 %igen PFA-LOsung Uber Nacht Ridelt dreimaligem
Waschen a 15 min. mit PBS wurde das Gewebe durch eine aufsteigende Saccharoselésung
stabilisiert. Dabei wurde das Gehirn mit 10 %iger Saccharoselsg. versetzt und Gber Nacht bei 4
inkubiert, bis das Gewebe gesattigt war und zu Boden sank. Daraufhin erfolgte eine Inkubh&ion

%iger Saccharoselsg. bis das Gewebe zu Boden sank und danach in einer 30 %igeiNagiun
vollstandiger Saccharoseséattigung wurde das Kleinhirn und der Bulbus vomirGrefitiernt und

dieses anschlieend unter Einsatz von flissigem Stickstoff und Iso-Pentan attnigdium

eingebettet. Bis zum Einsatz am Kryostaten wurde das Geweb@l®€ -gelagert.

94 Graziano et ak003.
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Zur Beschichtung der Objekttrager wurde 0,5 % Gelatine und 0,05 % Chnsad(uihsulfat-
Dodecahydrat (Chromalaun) in VE-Wasser gelost und gefiltert. Die Objekttrager werdeaijMal

in 70 %igem Ethanol und zwei Mal in d@Hgeschwenkt um dann ebenfalls zwei Mal in die
Gelatine/Chromalaun-Lésung getaucht zu werden. Alle Objekttrager wurden Uber Nacht im

Trockenschrank bei 37 °C getrocknet.
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Am Kryostat des Typs Cryostar NX 50 der Firma Thermo Scientific, wurden 12 pm dicke
Koronalschnitte der RAD%4Maushirne angefertigt. Dafir wurde das b&D-C gelagerte Gewebe
30min. im ca. 23 °C gekuhlten Kryostat aufgetaut und auf der Flache des ehemaligen Kleinhirnes
eingespannt. Ein GroRteil des Gewebes wurde getrimmt bis die ersten Struktureripgesdinpus,

der Zielstruktur, sichtbar wurden. Ab diesem Zeitpunkt wurden jeweils drei Schnitte fir
Immunfluoreszenzfarbungen auf einen gelatinebeschichteten Objekttrager gezogen danaeh folgt
ein Schnitt fur die Nissl-Farbung auf einen separat beschichteten Objekttrager. In diesenmaSchem
wurden so viele Schnitte angefertigt bis die Zielstruktur nichtmehr erkennbar waOBjakttrager

wurden bei Raumtemperatur getrocknet und b20-°C gelagert.
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Zuerst wurde eine Kresylviolettldbsung aus einem Teil Natriumacetat (2,7 %)viandTeilen
Essigsaure (1,2 %) in ddHhergestellt, anschlieRend wurde der pH auf 880 eingestellt. Die auf
Raumtemperatur gebrachten Gewebeschnitte aus 4.2.10 wurden zu Beginn der Farbung rehydriert,
durch 5 min. Inkubation in EtOH 100 %, 5 min. in EtOH 96 %).2m#0 % EtOH und 2 min. in
ddHO. Daraufhin folgte eine 12 - 15 minutige Inkubation in 50 %igerrk@iBulfititbsung und ein
zweimaliger Waschschritt mit dd@ fir jeweils 2 min. Die Gewebeschnitte konnten nun in der
wasserlgslichen Kresylviolettldsung angefarbt werden. Ein zweiminutiger
Acetatpufferinkubationsschritt  folgte und eine Differenzierungsreine, welche aus einer
aufsteigenden Alkoholreihe (> 3 min. EtOH 70 %, > 3 min. EtOH 96 % E&diH 100 %) bestand.
Zum Schluss wurden die Gewebeschnitte mit Xylol je zwei Mal & 5 Minuten gersiitigtem
Eindeckmittel Entellan® betrdufelt und mit einem Deckglas eingedeckt. Alle Farbeschritenwurd
unter dem Abzug durchgefiihrt und die fertig eingedeckten Objekttrager fur zwei Tage b

Raumtemperatur getrocknet.
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Vor Beginn der Immunfarbung wurde eine Antigen-Demaskierung durchgefuhrt, um ein besseres

Farbeergebnis zu erhalten. Dafur wurden die Objekttrager auf einer Heizplatte aufgetaut und
ve Zo] v Ju ]J3E $%u(( € ~ vs]e]}vj &>y d EP § Z SENX 0o “}o

inkubiert. Citratpuffer und Gewebeschnitte kihlten fir ca. 280-min. bei Raumtemperatur ab

bevor sich die ersten drei Waschschritte a 10 min. mit RB@l.( phosphate buffered saline

anschlossen. Freie Proteinenden wurden fir 45 min. bei Raumtemperatur mit einer Roti®Block

Ldsung (Roti®Block, 1:10 in ddH20 + 0,5 % Triton X-100) geblacktzweimaligem Waschen mit

PBS a 5 min. schloss sich die primare Antikdrperfarbung Uber Nacht bei 4 °C an. Dafldexurde

Antikérper Doublecortin (DCX, Abcam ab18723) 1:1000 in Blocklosuti®ERok, 1:10 in PBS + 0,1

% Triton X-100) verdiinnt. Um Uberschiissigen primaren Antikdrper abzuwaschesseohdich drei

Waschschritte a 10min. mit PBS an. Die sekundare Antikdrperfarbung erfolgte bei Renaratir

fur eine Stunde mit dem Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor 594 (Thermo Fisher). Dieserlwi@@0

in Blockloésung verdunnt (Roti®Block, 1:10 in PBS + 0,1 % Triton Xat0@r ¥arbung mit dem

membrangéangigen Farbstoff Hoechst 33342 wurden die Gewebeschnitte drei Mal & 10nochin. u

anschlielenden noch zwei Mal a 5 min. mit PBS gewaschen. Hoechst 33342 woOftléen1PBS

verdiinnt und die Gewebeschnitte damit 10 min. bei RT inkubiert. Drei abschliel3ersidstfaritte

a 5 min. mit PBS folgten, bevor die Gewebeschnitte mit dem EinschlussRiti®Mount FluorCare

(Carl Roth) betraufelt und einem Deckglas eingedeckt wurden. Die Objekttrager wurden tber Nacht

bei RT trocknen gelassen und danach bei 4°C gelagert.
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Ausgewertet wurde die Anzahl der DCX positiven Zellen in den Gyrus dentati der’RiiBa3<e.

Dazu wurden die Gewebeschnitte deren DNS und RNS-Anteile durch die NistdFénik angefarbt
wurden im Aperio Image System von Leica Biosystems eingescannt uneérm®bftware Image
Scope x64 visualisiert. Diese Aufnahmen wurden zur Eingrenzung des Bregma-Abschnitte34von

bis -2,46 eingesetzt um die Struki@yrus dentatususzumachen. Objekttrager die in diesen Bereich
fielen wurden fiir die Immunfarbungen ausgewahlt und wie unter 4.2.12 beschrieben, behandelt. Der
sekundare Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor 594 wurde bei einer Wellenlange von 596 enagang

und emittierte das Licht im roten Bereich von 615 nm, wéhrend der DNS Farbstoff Hoechst 33342 das
Licht im Bereich von 525 nm emittierte. Die Zellkerne der Kdrnerzell€ymns dentatugrschienen
demnach blau und die DCX positiven Zellen rot. Einzelne Ausschnit&ydesdentatusvurden mit

dem 20er Objektiv des Zeiss Axio Observer Z1-Fluoreszenzmikroskops aufgenomnoégsendit
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U WouP]v c% ]E A des-Brbgrafrimdsmage J fiir die Auswertung der Anzahl der DCX
positiven Zellen wieder zusammengeflgt. Ausgewertet wurden pro Tier, 8 bis 10 Gyrus dentati,

welche sich nicht Uberlappten.

9 Preibisch et al. 2009.
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Fur die Untersuchungen der Langzeiteffekte von Niedrigdosisstrahlung auf dasngripostnatale
Gehirn, wurde das Mausmodell Rad54ausgewahlt. Wie unter Kapitel 4.2.1 ausfihrlicher
beschrieben, handelt es sich bei den Rad5Mausen um ein DNS-Doppelstrangbruch-
reparaturdefizientes System, bei welchem die Expression eines Schllisselproteins deogesmol
Rekombination unterdriickt ist. DNS-Doppelstrangbriiche (DSBs) sindlgiaréachsten Lasionen
die durch ionisierende Strahlung entstehen kdnnen. Dennoch weisen die RAdE4, im Gegensatz
zu anderen reparaturdefizienten Modellen, keinen letalen Phénotyp auf. Dies macht sireru ei
guten System zur Untersuchung von Strahlensch®d&ie Mause wurden fir diese Arbeit im Alter
von 10 Tagen bzw. im Embryonalstadium E14.5 mit 500 mGy Réntgenstraiungham bestrahlt

und im Alter von zwei Monaten das raumliche Denkvermégen analysiert.

Die Zeitpunkte der Bestrahlung wurden gewahlt, da zum einen, besonders HErabrgefahrdet sind
durch Rontgenbestrahlung kognitive Schaden zu erléidégum anderem weist das Gehirn auch im
jungen postnatalen Alter kritische Phasen auf in denen es besonders strahlensensitiv ist.
Strahleninduzierte Schaden im friihen Entwicklungsalter fihren zu kognitiven Beeintraciatigu

die bis zum Erwachsendasein tberdauern kofhérir die Analyse des raumlichen Denkvermégens

im adulten Stadium, wurde der Verhaltenstégorris Water MazgMWM) gewahlt®.
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Bevor die Rad54 Tiere denMWM-Test durchlaufen konnten, musste Uberprift werden, ob sie die
physiologischen Voraussetzungen fur diesen erfillten. Die Motorik der Mause wurdeemit d
RotaRodTest ermittelt, das Explorationsverhalten der Tiere Uber Bmvated Zero Maze-Te§ZM)
(Abb. 9,10). Die detaillierten Ablaufe der Tests sind unter Kapitel 4.2.4 und 4.2.5 beschrieben.

% Essers et al. 1997; Kuznetsov et al. 2009.

97 Otake und Schull 1984, 1998.

98 Hall et al. 2004; Sadetzki et al. 2005; Ron et al. 1982; Roman und Sperduto 1995.
%9 Morris 1981.
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Abbildung 9: Rad5#4 Tiere zeigten keine behandlungsbedingten Auffalligkeiten RotaRodTest.

(A) Graphische Darstellung dBetaRodTests. (B) Gemessen wurde die durchschnittliche Aufenthéltdee Méause auf
einem sich rotierenden Stab, dessen Geschwindigkeit kigtar erhdhte. Dargestellt ist der Mittelwert aus je drei
Versuchen pro Maus mit SEM. Es konnten keine signifikantenrddhtede zwischen den Gruppen mit dem Tukey-
Mehrfachvergleichstest festgestellt werden. Ra#5B14.5 sham n= 9, Rad5£&£14.5 500 mGy n= 9, Rad5410 sham
n=10, Rad54 p10 500 mGy=10.

Im RotaRodTest konnten keinerlei motorische Auffalligkeiten der Tiere festgestellt werdeneWed

die Bestrahlung im embryonalen bzw. friihen postnatalen Stadium beeintrachtigeati@rischen
Fahigkeiten der Mause, noch das Fehlen des Reparaturproteins Rad54 sorgte fir Unregelitesii

im Bewegungsmuster. Alle Tiere konnten sich in etwa gleich lang aufaerenden Stab halten

(Abb. 9 B). Nur bei der Gruppe der 500 mGy bestrahlten Radiete gab es zwei AusreiRRer. Der
AusreiBer der E14.5 Gruppe wurde nicht aus dem Versuch genommen, da die geringe
Durchschnittszeit nicht auf eine motorische Auffalligkeit, sondern auf einen Fehlversuobnadter
Testreihe zurtickzufihren war, dieses Tier fiel aufgrund seines hohen Explorationsverbeltans
ersten Versuch vom Stab (Versuch 1= 36 s, Versuch 2= 119 s, Versuch 3= 250 s). Der zweite
Ausreil3er, aus der p10 500 mGy bestrahlten Gruppe, hielt sich im Schnitt nuhalisvao lang auf

dem rotierendem Stab im Vergleich zum Rest der Gruppe (155,5 s, 9= 28%5&)se Maus keine
motorischen Anomalien aufwies und iEBZMTest nicht wieder auffallig wurde, konnte sie in den
weiteren Versuchen mitgefuhrt werden.

Neben der Motorik wurde auch das Explorationsverhalten der Tiere untersucht. Dafir wueen di
Méause 30 Minuten auf einer erhdhten kreisformigen Plattform gehalten und ihre Bewegufugt.

Zweck des Tests war es herauszufinden wie haufig die Tiere die geschlossenen und offenen Bereiche
desElevated Zero Mazbketreten wirden. Dafir wurde ihre Kdrperachse in drei Punkte aufgeteilt:

den Nasenbereich, das Zentrum und den Wurzelansatz des Schwanzes. Aufgetragen ist in Abbildung
10 der prozentuale Anteil der Zeit, in der sich die Tiere mit ihrem Nasen- utelgdnkt in offenen

Bereichen aufhielten, sowie die insgesamt zurlickgelegte Distanz. Ein defizientes
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Explorationsverhalten wirde sich unter anderem darin bemerkbar machen, wenn die Tierausich
in geschlossenen und kaum in offenen Bereichen aufhalten wiirden. Dies konnte afi@rdikeiner

Gruppe beobachtet werden.
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Abbildung10: Rad54- Tiere zeigten keine behandlungsbedingten Auffalligkeiten BEEM Test.

(A) Schematische Darstellung de&M Aufgetragen ist die insgesamt zurlickgelegte Distanz (B) sowikufbathaltszeit
des Nasenpunktes (C) und des Mittelpunktes (D) in offeneni@derewahrend der Testlaufphase von 30 min. (B - D) Die
dargestellten Abweichungen vom Mittelwert entsprechen denMSEs konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen mit dem Tukey-Mehrfachvergleichstest ermittelt werdead54- E14.5 sham n= 9, Rad5£14.5 500 mGy
n=9, Rad5#4 p10 sham n= 10, Rad5410 500 mGy=10.

Die Analyse de€ZM zeigte, dass sich die Rad5Mause in ihrem Explorationsverhalten nicht
unterschieden. Die Tiere hielten sich sowohl in den offenen als auch in ddriaggsemen Bereichen
des EZM auf und betraten die offenen Bereiche mit ihrem Nasen- bzw. Mittelpunkt
gruppenibergreifend mit dergleichen Haufigkeit (AB.C, D). Auch die zuriickgelegten Distanzen

unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen (ABIB).

Da sowohl die motorischen Voraussetzungen erfillt wurden und ebenso keine Aufftdligka

Explorationsverhalten festgestellt werden konnten, folgte anschlieRend/deris Water MazeTest.
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Der Morris Water MazeTest teilte sich in zwei Abschnitte auf. Der erste Abschnitt war dialéni
Phase, in welcher die Tiere das Prinzip des Versuches erlernen und daraufhin disichittigtre
Plattform im Wasser erreichen mussten. Orientierungspunkte boten insgesamt vier sinweiche

an umliegenden Wanden platziert wurden. Die initiale Phase beinhaltete insgesamt bmds&ige

in denen jedes Tier pro Tag vier Versuche hatte, um die Plattform zu finden. Wahrend dieses
Zeitraumes mussten die Tiere eine Strategie entwickeln, um mit Hilfe der HinweiBéa#ttorm zu
navigieren. Um sicherzugehen, dass das raumliche Denkvermdgen adressiert wurde und nicht das
Arbeitsgedachtnis, in welchem eine bestimmte Route erlernt, abgespeichert und immer wieder
abgerufen wird, variierten die Startpunkte der Suche. Das bedeutet, dass die Maus fiir jeden Versuch
an einer anderen Stelle in das Wasserbecken gesetzt wurde, allerdings niemals in diellsurai

N&ahe der Plattform.

Im zweiten Abschnitt deBIWM-Tests, der Umkehrphase, wurde der Aufenthaltsort der Plattform im
Wasserbecken verandert. Die Aufgabe der Tiere war es nun, ihre urspringliche Suchstrategie zu
revidieren und eine neue Taktik anzuwenden, um den neuen Aufenthaltsort der Plattform zu

ermitteln. Der detaillierte Verlauf des gesamt®tWM-Teds ist unter Kapitel 4.2.6 beschrieben.

Ein Vorteil dedMWM-Tests ist es, dass keine Vortests notig ‘$thdie Motivation die Plattform zu
finden und damit aus dem Becken zu fliehen, liegt in der Natur der Méause. Biiedekeine
natiirlichen Schwimmer und versuchen daher auf schnellstmdgliche Weise dem Wasser zu
entkommert®s. Somit ist dasgMWM unabhangig vom Appetit oder der Tragheit der Tiere. Das Fehlen
von Vorversuchen spiegelte sich allerdings im Abschneiden der Tiere am ersten Trainiegstag
initialen Phase wider (Abl1l A). Die Mause erfahren nicht nur eine neue Umgebung, auch der
Testverlauf ist eine neue Prozedur, die in erster Linie Stress verursacht. Die Tiere beru#lgten
vergleichsweise viel Zeit um die Plattform ausfindig zu machen. Interessanterwamsigeéirsich die
Lernkurven der 500 mGy und sham bestrahlten Rad%dre sehr. Allerdings zeigten die 500 mGy
bestrahlten M&use in den ersten zwei Tagen der initialen Phase ein leicht verzdgemesrhalten
(Abb.11 A, B). So bendgtigten sie am zweiten Tag der initialen Phase im Schniit®AZ,8 um die

Plattform zu erreichen, die sham bestrahlten Tiere hingegen nue7AM 4 s.

100 D'Hooge und Deyn 2001.
101 Cravens 1974.
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Erwartungsgemalf verringerte sich im Laufe der initialen Phase die Zeit, die die Mausgternin

die Plattform zu erreichen (Abfkl A - E). Grund fur die verbesserten Zeiten war auch der vermehrte
Einsatz von raumlichen Suchstrategien (AtbF). Es konnten keine signifikanten Unterschiede im
Einsatz der raumlichen Suchstrategien zwischen den Behandlungsgruppen ermittelt werden.
Lediglich Tendenzen waren zu erkennen. So setzten die an E14.5 500 mGytbasTiané in den
ersten zwei Tagen der initialen Phase im Schnitt nur knapp 3 % raumliche Suchstraiegiendie
Plattform zu erreichen, sechsmal weniger als die sham bestrahlten Tiere (Tadge14.2 500 mGy=
2,78+0 %, E14.5 sham= 18,05+4,9 %). Am flnften Tag der initialen Phésexchieden sich die

500 mGy und sham bestrahlten Tiere weder im Einsatz der raumlichen Suchstrategien (sham=
52,8114,1 %500mGy=50£13,2 %), noch in der Zeit um die Plattform zu erreichen (& Zeit: sham=
59,6+13,3 s, 500 mGy= 58,6+14,5A8i( 11 E, .

A Tag1 B Tag2 C Tag3
e 100 e 100 2 100
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Abbildung 11: Ahnliches Lernverhalten der an E14.5 sham/ 500 mGy bestrahlten RadBdre, wahrend der initialen
Phase deMMWM-Tests.

(A - E) Aufgetragen ist die Haufigkeit des Erreichens der Plattfodndierdurchschnittliche Zeit, die dafiir bendétigt wurde.
Jedes Tier hatte pro Tag vier Versuche die Plattform aus unterschartl@tartpositionen zu finden, wobei jeder Versuch
maximal 120 Sekunden dauerte. Signifikanzen wurden unter Berucgsiehtder Bonferroni Korrektur mit dem Mantel-
Cox und dem Gehan-Breslow-Wilcoxon Test festgestellt, p< 0,08-Y*Pargestellt sind die durchschnittlich eingesetzten
raumlichen Suchstrategien wahrend der initialen Phase. Abwegdmu vom Mittelwert entsprechen dem SEM.
Signifikanzen wurden mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest ertnifie 0,1234 (ns), p< 0,0332 (*). Ra#5B14.5 sham
n=9, Rad54 E14.5 500 mGy n= 9.

Am sechsten Tag der initialen Phase erfolgte ein Probeversuch. Bei diesem Probeversuchevurde di
Plattform aus dem Becken entfernt und das Schwimmverhalten der Tiere innedraBOvSekunden

aufgezeichnet. Gemessen wurde hierbei die Aufenthaltszeit der Tiere in vier virtuell markierte
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Quadranten des Beckens (Sud-West, Sud-Ost, Nord-West und Nord-Ost). Zielquadraatdatdet

sudwestliche, da sich hier die Plattform wahrend der initialen Phase befandiAbb.

>
vs)

SW - Zielquadrant

= 1004 1001
8
N = 80
; é. 754 lai 80 * .
»n O = e
£z 2 604 . o
£ 2 z — —ee
@ 3 ©
g 2 -‘E‘ 40+ N 3
£ Z_ 2 +* e
£ 3 2 201 R
-o:-, *
( 0 v ;

& &

s R
el )
G <
R4 )
" X D
I Rad547" E14.5 sham & %
Bl Rads547 E14.5 500 mGy & &
Q"Q

Abbildung 12: Behandlungsunabhangiges Verhalten der an E14.5 sham/ 500 mGy bestrahfidB4R Tiere im Probe-
versuch der initialen Phase.

(A) Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielguadranten (SW), sawiglen Quadranten SO, NW und NO wahrend des
Probeversuches. Dieser erfolgte am sechsten Tag ohne Plattform. Die ngaikierte 25 % Linie weist auf die
Aufenthaltszeit hin, welche bei zufélligem Verhalten zu erwastgire. (B) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere
im Zielquadranten (SW). Dargestellte Abweichungen vom Mittelertsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Sidak-Mehrfachvengtest (A) und ungepaarten t-Test (B) festgestellt
werden. Rad54 E14.5 sham n= 9, Rad5&14.5 500 mGy n= 9.

Der Probeversuch der initialen Phase deckte ebenfalls keine Unterschiede zwischen den sham und
500 mGy bestrahlten Rad54 Mausen auf. Die Tiere favorisierten gruppenibergreifend den
Zielguadranten (Abb.l2 A) und hielten sich prozentual gleichermaf3en lange in diesem auf
(sham= 45,2+8,9 %, 500 mGy= 43,3+8,3 %) (&.

Die initiale Phase deBIWM zeigte keine Unterschiede im Lernverhalten zwischen den an E14.5

500 mGy und sham bestrahlten Rad5#ieren.

4322 hul ZE% Z *DtDed *S-

An die initiale Phase schloss sich eine funftagige Umkehrphase, in welcher die Platifar®id-
West Quadranten in den Nord-Ost Quadranten verschoben wurde. Aufgabe der Tiere war és nun d

neue Plattformposition zu erlernen.

Wie erwartet erreichten die Tiere gruppenibergreifend am zweiten Tag der Umkehrphase die
Plattform schneller, als am zweiten Tag der initialen Phase (initiale Phage Jtezgnm= 70,1+10,4 s,
500 mGy=97,6+7,2 s, Umkehrphase Tag 2: sham= 48,5+14,5 5§601H0+12,3 s) (vgibb.11 B

mit 13 B). Dies zeigte, dass die Mause das PrinzipMi&8-Tests erlernt hatten und nun ihre
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Suchstrategie auf die neue Plattformposition anpassen mussten. In der Umkehrphastrko
weder, in den Zeiten die die Tiere bendtigten um die Plattform zu erreichen (8bb.- E), noch im
Einsatz von raumlichen Suchstrategien (AWR F) signifikante Unterschiede zwischen den

Behandlungsgruppen festgestellt werden.
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Abbildung 13: Keine Unterschiede im Lernverhalten der an E14.5 sham/ 500 mGy bd&raRad54- Tiere wahrend der
Umkehrphase de$/WM-Tests.

(A - E) Aufgetragen ist die Haufigkeit des Erreichens der Plattfodhdiendurchschnittliche Zeit, die dafir bendétigt wurde.
Jedes Tier hatte pro Tag vier Versuche die Plattform aus unterscherdi&tartpositionen zu finden, wobei jeder Versuch
maximal 120 Sekunden dauerte. Es konnten keine Signifikanzen feditgestden, unter Berucksichtigung der Bonferroni
Korrektur mit dem Mantel-Cox und dem Gehan-Breslow-Wilcoxon T&3t. Dargestellt sind die durchschnittlich
eingesetzten raumlichen Suchstrategien wahrend der Umkehrphaseddgestellten Abweichungen vom Mittelwert
entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten Unterschisgischen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest ermittelt werden. Rad5£14.5 sham n= 9, Rad5&14.5 500 mGy n= 9.

Auch der Probeversuch der Umkehrphase zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen d
Behandlungsgruppen (Abhk4). Die Tiere favorisierten deutlich den Zielqguadranten (sham= 57,9 %,
500 mGy= 56 %) (Abb4 A). Dabei gingen die zuvor in der initialen Phase grofRen Streuungen (initiale
Phase: sham SEM= 8,9 %, 500 mGy SEM= 8,3 %) teilweise erheblich zurick (las&esnaim
SEM= 4,3 %, 500 mGy SEM= 6,7 %) (vgl1&Ebmit14 B).
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Abbildung 14: Behandlungsunabhangiges Verhalten der an E14.5 sham/ 500 mGy bestrahitdf4R Tiere im Probe-
versuch der Umkehrphase.

(A) Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (NO), sowie in Qmadranten NW, SO und SW wahrend des
Probeversuches. Dieser erfolgte am sechsten Tag ohne Plattform. Die ngaikierte 25 % Linie weist auf die
Aufenthaltszeit hin, welche bei zufélligem Verhalten zu erwasktgire. (B) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere
im Zielguadranten (NO). Es konnten keine signifikanten Untemeh zwischen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A) und ungepaarten t-Test (B) festgestellt emerdbweichungen vom Mittelwert entsprechen
dem SEM. Rad84E14.5 sham n= 9, Rad5&14.5 500 mGy n= 9.

433 s EPo ] Z =+ & puo] Zv > EVA EZ 083 veu' E vSAE(IZ6B W pv
Z ABd] &

Neben dem Embryonalstadium E14.5 sollte ebenso die Radiosensitivitdrides postnatalen
Stadiums pl0 Uberprift werden. In diesem Zeitraum befindet sich das murine Gah&mem
Wachstumsschul¥, bei welchem die Dichte der Axone und Dendriten drastisch zunfithomd
zugleich die Gliogene¥éihren Hohepunkt erreicht. Das frilhe postnatale Stadium beschreibt daher

eine besonders sensible Phase der murinen Gehirnentwicklung.

4331 /v]3] 0 WZDtD-d &

Die initiale Phase dedWM-Tests der an p10 500 mGy und sham bestrahlten Rad3dre zeigte
ahnliche Tendenzen wie schon zuvor die initiale Phase der an EIMBGy bzw. sham bestrahlten
Rad54" Tiere. So benétigten sowohl die an p10 500 mGy als auch die sham bestrablten Ti
verhaltnismaRig viel Zeit am ersten Tag der Trainingsphase um die verddaitierm zu erreichen
(Abb. 15 A). Die Zeit zum Erreichen der Plattform verringerte sich erwartungsgemaf (der di

funftagige initiale Phase. Interessanterweise unterschieden sich die Lernkurven der@pQim

102 Bockhorst et al. 2008; Dobbing und Sands 1979.
103 Cowan 1979; Baloch et al. 20009.
104 Catalani et al. 2002; Kriegstein und Alvarez-Buylla 2009.
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sham bestrahlten Tiere kaum (AbbS A - E). Der Einsatz an raumlichen Suchstrategien um die
Plattform ausfindig zu machen erhdhte sich erst ab dem vierten Tag der initiadese fh der Gruppe

der sham bestrahlten Mause deutlich (Tag 3: 22,5+7,8 %, Tag 4: 47,5+18&%% F). Der geringe
Einsatz an rdumlichen Suchstrategien der 500 mGy bestrahlten Gruppe am vierten Tag,51%p
spiegelte sich ebenso negativ in der Zeit des Erreichens der Plattform wider. So teendiig

500 mGy bestrahlten Tiere im Schnitt 90,99 Sekunden um die Plattform audfindigichen, die
sham bestrahlten Tiere hingegen nur 61,811 Sekunden. Signifikante Unterschiede im \Binsatz
raumlichen Suchstrategien oder im Erreichen der Plattform konnten jedoch zwischen den

Behandlungsgruppen wahrend der gesamten initialen Phase nicht festgestellt werden.
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Abbildung 15: Kaum Unterschiede im Lernverhalten der an p10 sham/ 500 mGy bestralftat54- Tiere wahrend der
initialen Phase de&MWM-Tests.

(A - E) Aufgetragen ist die Haufigkeit des Erreichens der Plattfochdiendurchschnittliche Zeit, die dafur benétigt wurde.
Jedes Tier hatte pro Tag vier Versuche die Plattform aus untersch&di®tartpositionen zu finden, wobei jeder Versuch
maximal 120 Sekunden dauerte. Es konnten keine Signifikanzen Rextécksichtigung der Bonferroni Korrektur mit dem
Mantel-Cox und dem Gehan-Breslow-Wilcoxon Test festgestelltdeme (F) Dargestellt sind die durchschnittlich
eingesetzten raumlichen Suchstrategien wahrend der initialen PhBsggestellte Abweichungen vom Mittelwert

entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten Untedehievischen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest ermittelt werden; p> 0,1234 (ns). Rddp0 sham n= 10, Rad5410 500 mGy n= 10.

Am sechsten Tag der initialen Phase wurde ein Probeversuch ohne Plattform durchgEgih
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen festgested#nwerd
(Abb.16).
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Abbildung 16: Behandlungsunabhangiges Verhalten der an pl0 sham/ 500 mGy bestrahlter64Radliere im
Probeversuch der initialen Phase.

(A) Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (SW), sawiglen Quadranten SO, NW und NO wéahrend des
Probeversuches. Dieser erfolgte am sechsten Tag ohne Plattform. Die ngaikierte 25 % Linie weist auf die
Aufenthaltszeit hin, welche bei zufélligem Verhalten zu erwasktgire. (B) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere
im Zielquadranten (SWipargestellte Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEMoBnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Sidak-Mehrfachvengtest (A) und ungepaarten t-Test (B) festgestellt
werden. Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. RagB4 sham n= 10, Rad5410 500 mGy=10.

Die Tiere favorisierten den Zielquadranten (sham= 35,4 %, 500 mGy= 34¥d%gigten in den
Gruppen ahnliche Streuungen um den mittleren Wert der Aufenthaltszeit im Zielguadranten (sham
SEM= 6,5 %, 500 mGy SEM= 6,6 %).

4332 hul ZE% Z *DtDed S

Nach der initialen Phase, schloss sich die UmkehrphaseMiléll-Tests an. Die Lernkurven der

500 mGy und sham bestrahlten Tiere verliefen Uber den gesamten funftatigen Trainingstestauf
identisch (Abb17 A-E). Dabei setzten die Rad5Mause behandlungsunabhangig ab dem zweiten
Tag der Umkehrphase deutlich mehr rAumliche Suchstrategien ein als am zweiten Tagatkr in
Phase (sham: initiale Phase = 17,5+6,5 %, Umkehrphase=37,5+14,6 %, (00initiale
Phase=20+10,4%, Umkehrphase= 42,5+11,8 %). Der erhdhte Einsatz an eiw®lichstrategien
spiegelte sich auch in der Zeit des Erreichens der Plattform wider. So bendétigten bemipeldie

sham bestrahlten Rad34 Tiere am dritten Tag der initialen Phase noch im Schnitt 89,1+9,5
Sekunden um die Plattform zu erreichen, wéhrend es zum gleichen Tag wahrend der Umkehrphase
nur noch 51,8+8,7 Sekunden waren. Diese Ergebnisse verdeutlichen den engen Zusammenhang
zwischen dem Einsatz von raumlichen Suchstrategien und dem erfolgreichen Auffinden der
Plattform. Die Rad54 Mause zeigten behandlungsunabhéngig eine Verbesserung des Lernverhaltens

von initialer- zur Umkehrphase d&8NVM-Tests.
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Abbildung 17: Keine signifikanten Unterschiede im Lernverhalten der an p10 sh&@0 mGy bestrahlten Rad54 Tiere

wahrend der Umkehrphase ddglWM-Tests.

(A - E) Aufgetragen ist die Haufigkeit des Erreichens der Plattfodhiendurchschnittliche Zeit, die dafir ben6tigt wurde.
Jedes Tier hatte pro Tag vier Versuche die Plattform, aus unteddichien Startpositionen zu finden, wobei jeder Versuch
maximal 120 Sekunden dauerte. Es konnten keine Signifikanzen feditgestden, unter Bertcksichtigung der Bonferroni
Korrektur mit dem Mantel-Cox und dem Gehan-Breslow-Wilcoxon T&3t. Dargestellt sind die durchschnittlich
eingesetzten radumlichen Suchstrategien wéhrend der Umkehrph@segestellte Abweichungen vom Mittelwert
entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten Unterschimdechen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest festgestellt werden, p> 0,1234 (ns). Ragd® sham n= 10, Rad5410 500 mGy n= 10.

Auch der Probeversuch am sechsten Tag der Umkehrphase wies keine Unterschiede im Verhalten

zwischen den Behandlungsgruppen auf. Die Tiere hielten sich Uberwiegend im Zielquadnainten
(sham= 49,4+6,7 %, 500 mGy= 46,6+4,6 %) und zeigten eine &hnliche gueuden Mittelwert
der Aufenthaltszeit im norddstlichen Zielquadranten (sham SEM= 6,7 %, 500 m&y SE%) (Abb.

18).
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Abbildung 18 Behandlungsunabhangiges Verhalten der an pl0 sham/ 500 mGy bestrahlter64Radliere im
Probeversuch der Umkehrphase.

(A) Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (NO), sowie in @uadranten NW, SO und SW wéahrend des
Probeversuches. Dieser erfolgte am sechsten Tag ohne Plattform. Die ngaikierte 25 % Linie weist auf die
Aufenthaltszeit hin, welche bei zufélligem Verhalten zu erwastgire. (B) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere
im Zielquadranten (NO). Es konnten keine signifikanten Untmmeh zwischen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A) und ungepaarten t-Test (B) festgestelidleme Abweichungen vom Mittelwert entsprechen
dem SEM. Rad8%4p10 sham n= 10, Rad5410 500 mGy n=10.

Insgesamt konnte eine gruppenuibergreifende Verbesserung der Zeiten im Erreichen der Plattform
und dem Einsatz von rdumlichen Suchstrategien von initialer zur Umkehrphase ausgemacht werden.
So bendtigte die sham bestrahlte Rad5Gruppe (E14.5 sham/ p10 sham) in der initialen Phase im
gesamten Mittel noch 74,5+5,1 s um die Plattform zu erreichen, in der Umkateplaren es nur

noch nur 49,6+6,8 s. Die an E14.5 500 mGy bestrahlten Tiere bendiiggerdie gesamte initiale
Trainingsphase im Mittel 76,7+11,6 s und die an p10 500 mGy béstrafiere sogar 89,6+7,4 s um

die Plattform zu finden, aber auch sie verbesserten sich in der Umkehrphase erheduiabs slie

E14.5 500 mGy bestrahlten Tiere im Schnitt, nur noch 35,5+9,7 s und die an p10 500 neBytdrestr

Tiere im Mittel, nur noch 58,1+ 9 s bendtigten um die Plattform zu erreichen.

Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen der R3i&# konnten hingegen im
gesamten MWM-Test nicht ausgemacht werden. Allerdings zeigten sich an mehreren Stellen
Tendenzen zu einem verzdgerten Lernverhalten bei den 500 mGy bestrahlten Tieretzt&o die

an E14.5 500 mGy bestrahlten Tiere in den ersten zwei Tagen der initialen Phase kaicheiu
Suchstrategien ein (< 3 %). Die an p10 500 mGy bestrahlten Tiere hingegen wieseabsdeom
ersten Tag der initialen Phase ein starkes Lerndefizit auf. So bildeten sie in der gesatiaien
Phase die Gruppe, die die meiste Zeit bendtigte um die Plattforrarmichen. Insgesamt 20 %

langer als die sham bestrahlte Gruppe (E14.5 ghah® sham) und 16 % langer als die an E14.5
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500 mGy bestrahlte Gruppe. Auch der Einsatz von raumlichen Suchstrategien wéhrend alen initi
Phase war am niedrigsten in der p10 500 mGy bestrahlten Gruppe. So setzten sie inggjds#mt
weniger rdumliche Suchstrategien ein, als die sham bestrahlten Tiere (E14.5 pb@arsham) und

7,9 % weniger als die E14.5 500 mGy bestrahlten Tiere (E14.5 + p10 si20£D,1 %, E14.5 500
mGy= 28,9+7,7 %, pl0 500 mGy= 21+9,1 %). Dieses Defizit konnte aecHJimkehrphase nicht
ausgeglichen werden. So benétigten sie im Mittel 16,9 % mehr Zeit die Plattform in der Umkehrphase
zu erreichen als die sham bestrahlte Gruppe (E14.5 shat® sham). Auch der Einsatz von
raumlichen Suchstrategien wahrend der Umkehrphase war um 6,9 % reduziert, im Vergleich zu den
sham bestrahlten Tieren (E14.5 shapi0 sham) (E14.5/ p10 sham @= 51,4+9,3 %, p10 500 mGy=
44,5+9,8 %).

Trotz des tendenziell verlangsamten Lernverhaltens der 500 mGy bestrahlten’Rit#kise, blieb

ein signifikanter Unterschied zwischen sham und 500 mGy bestrahlten Tiere aus. Diese Ergebnisse
unterstitzen nicht die ursprungliche Hypothese. Aus vorangegangen Arbeiten konnteggtgezei
werden, dass in Wildtyptieren eine Niedrigdosisbestrahlung von 500 m@y den
Entwicklungszeitpunkten E14.5 und p10 ausreichte um eine signifikante Lernbeeintraghiingun
Erwachsenenalter hervorzurufen (Axel Kk Aufgrund dessen lag die Vermutung nahe, dass die
DNS-reparaturdefizienten Rad54Mause nach Bestrahlung ein mindestens ebenso starkes
Lerndefizit aufweisen missten wie die bestrahlten Wildtyptiere. Um zu Uberprifen obeakigion

des Rad54-Gens, ohne Strahlenbelastung, zu kognitiven Entwicklungsstérungen Méadsen

fuhrte, sollte das Rad34Mausmodell im Folgenden mit Wildtyptieren verglichen werden.
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Die phanomenologische Entwicklung der Rad5Mause wird, ohne den Einfluss auRerer
Stressfaktoren, als normal beschrieben. Tiefergehende Verhaltensexperimente wurden mit diesem
Modellsystem, nach unserem Wissen, noch nicht durchgefiihrt. Daher solltesardhrbeit zuerst

die motorischen Fahigkeiten und das Explorationsverhalten der Tiere untersucht wereiele. B
Parameter dienten zugleich als Voraussetzung fur BBANM-Test. Alle verarbeiteten Daten der

Wildtyptiere wurden von Herrn Axel Klink bzw. unter dessen Aufsicht eri&ben
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Zur Uberpriifung der motorischen Fahigkeiten wurden die an E14.5 und pl0 kbsirahlten

Rad54 und Wildtyptiere dem RotaRodTest unterzogen. Die Aufenthaltszeiten auf dem sich

105 BNA 2017 Festival of Neuroscience: Abstract Book 2017; Laura Trundle | Fusion Cosference
106 aura Trundle | Fusion Conferences; BNA 2017 Festival of Neuroscience: Abstract Book 2017.
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rotierenden Stab unterschieden sich zwischen den untersuchten Gruppen kaum. So hielten sich die
an E14.5 sham bestrahlten Rad5Ziere im Schnitt 261,2+6,8 s lang, die zum gleichen Zeitpunkt
sham bestrahlten Wildtyptiere 277,6+6,4 s, die an p10 sham bestrahlten Rad&dse 267,7+6,8

und die an p10 sham bestrahlten Wildtypméause 280,2+5,2 s auf demasiefenden Stab auf (Abb.
19 A).
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Abbildung 19: Keine signifikanten Unterschiede in der Motorik und dem Bbgationsverhalten zwischen WT- und
Rad54- Mausen.

(A) RotaRodTest. Gemessen wurde die durchschnittliche Aufenthaltszeit der M&usieeinem sich rotierenden Stab,
dessen Geschwindigkeit sich linear erhdhte. DargestelitasiMittelwert aus je drei Versuchen pro Maus mit SEBL C)
Elevated Zero Maz&est. Aufgetragen ist die Aufenthaltszeit des Nasenpunktes(Bgn offenen Bereichen, sowie die
insgesamt zuriickgelegte Distanz (C) wahrend der TestlaufphasgOwmim. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen mit dem Tukey-Mehrfachvergleichstest fetgtifewerden. Rad54 E14.5 sham n= 9, Rad5410
sham n=10, Wildtyp E14.5 sham n= 10, Wildtyp p10 sham n=10.
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Auch das getestete Explorationsverhalten der Tiere ergab keine signifikanten Unterschiederzwisch
Wildtyp- und Rad54 Mausen. So hielten sich die, sowohl an E14.5 als auch an p10 sham bestrahlten
Rad54" Tiere gleichermaRen mit ihnrem Nasenpunkt in offenen und geschlossenen Bereighen d
EZMauf wie die sham bestrahlten Wildtyptiere und legten ebenso ahnliche Distanzen wahrend der

30-minutigen Testlaufphase zurtick (Abb. 19 B, C).
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Die Verhaltenstests aus Kapitel 4.3.4.1 zeigten, dass weder die motorische Emgiokich das
Explorationsverhalten der Rad54 Tiere beeintrachtigt war. Damit waren gleichzeitig die

Voraussetzungen erfillt um die Rad5#iere mit den Wildtyptieren itMWM-Test zu vergleichen.

Die erste Phase dédWM-Tests, die initiale Phase deckte interessanterweise eine hoch signifikante

Beeintrachtigung im Lernverhalten der Radt3¥ause auf.
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Abbildung 20: Verzégertes Lernverhalten der an E14.5 sham bestrahlten Rédbiere wahrend der initialen Phase des
MWM-Tests.
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(A) Lernkurven der Rad%4und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mause die Plattform zu
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz raumlicher Suchstrategiédwend der initialen Phase dédWM-Tests. (C, D)
Probetest der initialen Phase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltsze@efidre im Zielquadranten (SW). Pfeile weisen
Tiere aus, die uUberdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchgdith wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht
haben, mit den dazugehdérigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stedlameisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwadpeachen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) elmipte 0,1234 (ns), p< 0,0332 (*), p<0,0021 (**),
p< 0,0002 (***), p@,0001 (****). Rad54 E14.5 sham n=9, WT E14.5 sham n= 10.

So bendtigten die Rad%4Tiere am zweiten Tag der initialen Phase doppelt so viel Zeit, in den Tagen
drei und vier sogar viermal so viel Zeit wie die Wildtyptiere umRiatform zu erreichen (Tag 2:
Rad54'= 70,1+10,4 SNT=34,8+7,9 s, Tag 3: Rad5464,7+12,6 s, WT= 16,1+3,4 s, Tag 4: Rad54
=56,4+14,4 s, WT= 13,5+3,6 s) (AtD.A). Das beeintrachtigte Lernverhalten der RadSHere
spiegelte sich auch in der Wahl der Suchstrategien wider. So setzten sie ab dem zweiten Tag der
initialen Phase signifikant weniger rdumliche Suchstrategien ein als die Wildtypligderend die
Wildtyptiere ab dem zweiten Tag der initialen Phase im Mittel Uber 60 % ichenSuchstrategien
einsetzten, waren es bei den Rad5%iere gerade einmal 25 %. Ab dem dritten Tag erhthte sich der
Einsatz an raumlichen Suchstrategien bei den Wildtyptieren auf tber 90 %, die "RAdk54é
hingegen, setzten bis zum letzten Tag nicht mehr als 53 % raumliche Suchstrategien di®m um

Plattform zu erreichen (Abl20 B).

Nur im Probeversuch am sechsten Tag der initialen Phase konnten keine signifikargesclhiatle
mehr zwischen Rad84und Wildtyptieren ausgemacht werden. Beide Gruppen hielten sich im Mittel
vorzugsweise im Zielquadranten auf (Rati5445,2+8,9 %, WT=52,8+3,3 %) (A .C). Auffallig
hierbei war allerdings die groRBe Streuung innerhalb der Rads4uppe (SEM: Rad54 8,9 %,
WT=3,3 %). So gab es Tiere die uberdurchschnittlich viel Zeit im Zielquadranterltearnfreter
Pfeil= 79,5 %) und Tiere die unterdurchschnittlich wenig Zeit im Zielquadramerblieben (blauer
Pfeil= 16,9 %) (AbR0 D).

In der zweiten Phase dédWM-Tests, der Umkehrphase, wurde die Plattformposition in die Mitte
des Nord-Ost Quadranten platziert. Dabei zeigten die Rad84use in den ersten zwei Tagen noch

ein beeintrachtigtes Lernverhalten. So bendtigten sie signifikant mehr Zeit die Plattform zu erreichen,
als die Wildtyptiere (Tag 1: Rad54 88,2+9,1 sWT=56,8+9 s, Tag 2: Rad54 48,5+14,5 sWT=
14,5+1,9 s) und setzten in den ersten drei Tagen signifikant weniger raumliche Sucletratedils

die Wildtyptiere (Tag 1: Rad54 13,9+6 %, WT=47,5+8,7 %, Tag 2: Rad3W,2+15,8 %, WT=
95+3,3 %, Tag 3: Rad5461,1+10,3 %, WT= 92,5+3,8 %) (RhA, B.
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Abbildung21: Anfanglich verzogertes Lernverhalten der an E14.5 sham bestrahlterbRad’iere wahrend der Umkehr-
phase desMWM-Tests.

(A) Lernkurven der Rad54und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mause die Plattform zu
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz rAumlicher Suchstrategéhrend der Umkehrphase dédWM-Tests. (C, D)
Probetest der Umkehrphase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten eer ii Zielquadranten (NO). Pfeile weisen
Tiere aus, die Uberdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchitdlch wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht
haben, mit den dazugehdérigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stedlameisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwadpeachen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) elmnitte 0,0332 (*), p< 0,0021 (**), p< 0,0002 (***),
p<0,0001 (****). Rad54 E14.5 sham n=9, WT E14.5 sham n= 10.

Interessanterweise hielten sich die Rad5Ziere im Probeversuch der Umkehrphase signifikant

langer im Zielquadranten auf als die Wildtyptiere (Rad5467,9+2,3 %, WT= 42,6+2,3 %). Zudem

sank die in der initialen Phase beobachtete starke Streuung innerhalb de# R&itppe (SEM= 2,3

%, vgl.Abb. 20 C mit21 C). Alle Tiere hielten sich nun Uberwiegend im Zielquadranten auf (roter
Pfeil= 68,7 %, blauer Pfeil= 43,2 %) (AibC, D). Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die

Rad54 Tiere besonders beim Erinnern an die genaue Plattformposition Defizite aufwiesen.
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Nachdem der Vergleich der an E14.5 sham bestrahlten Wildtyp- und Ratigde erhebliche
Beeintrachtigungen im Lernverhalten der Rad5Mause aufdeckte, sollten nun die an E14.5
500 mGy bestrahlten Wildtyp- und Rad5Ziere miteinander verglichen werden. Interessanterweise
zeigten sich in der gesamten flinftagigen initialen Phase, weder in den ZeiterdiaiTiere
benttigten um die Plattform zu erreichen, noch beim Einsatz von rdumlichen Suchsmategi
signifikanten Unterschiede zwischen den 500 mGy bestrahlten RadfdtWildtyptieren (Abb22 A,

B).
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Abbildung 22: Fast identisches Lernverhalten der an E14.5 500 mGy bestrahlten Rad®dl Wildtyptiere wahrend der
initialen Phase de&MWM-Tests.

(A) Lernkurven der Rad%54und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mause die Plattform zu
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz rdumlicher Suchstrategérend der initialen Phase dédWM-Tests. (C, D)
Probetest der initialen Phase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltsze@efidre im Zielquadranten (SW). Pfeile weisen
Tiere aus, die uUberdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchgdith wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht
haben, mit den dazugehérigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stedlemeisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwertpeethien dem SEM. Es konnten keine signifikanten
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Unterschiede mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest (A, B) und deyapaarten t-Test (C) festgestellt werdery (31234
(ns). Rad54 E14.%500 mGyn=9, WTE14.5 500 mGy n= 10.

Der Probeversuch am sechsten Tag der initialen Phase, deckte ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen auf (ABB.C). Auch in der 500 mGy bestrahlten Rad54
Gruppe gab es Tiere die Uberdurchschnittlich viel Zeit (roter Pfeil= 74,3 %) und digere

unterdurchschnittlich wenig Zeit (blauer Pfeil= 0 %) im Zielquadranten verbrachten226bD.

Die anschlieRende Umkehrphase zeigte nur am ersten Tag ein leichtes LérmtiefiRad54
Méause. So bendtigten sie 41 % mehr Zeit um die Plattform zu erreichen, als digoWéitdtgRad54
=73,7+8,5s, WT= 43,4+8,2 s) (ABB.A). Zudem setzten die Rad54Tiere am ersten Tag der
Umkehrphase 52 % weniger raumliche Suchstrategien ein als die Wildtyptiere (Ra@547,2 %,
WT= 52,5+6,9 %, p= 0,079) (ABBB).
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Abbildung 23: Fast identisches Lernverhalten der an E14.5 500 mGy bestrahlten Rad&d Wildtyptiere wahrend der
Umkehrphase de$/WM-Tests.

(A) Lernkurven der Rad%4und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mause die Plattform zu
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz raumlicher Suchstextegiathrend der Umkehrphase dédWM-Tests. (C, D)
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Probetest der Umkehrphase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der ifrieZielquadranten (NO). Pfeile weisen
Tiere aus, die Uberdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurch@dich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht
haben, mit den dazugehdrigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Ste#lemeisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwadpeachen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) ermittel0,1234 (ns), p< 0,0332 (*). Rad5£14.5
500 mGyn=9,WTE14.5 500 mGy n= 10.

Das Lerndefizit der Rad54Mause Uberdauerte allerdings nur den ersten Tag der Umkehrphase. Ab
dem zweiten Tag erreichten die 500 mGy bestrahlten Radb¥iuse das Niveau der 500 mGy
bestrahlten Wildtyptiere. Am sechsten Tag zum Probeversuch, hielten sich die’Rai%$é sogar
signifikant langer im Zielquadranten auf als die Wildtyptiere (R4d586,1+4,3 %, WT= 42+2,7 %)
(Abb.23 C). Alle Tiere der Rad545ruppe favorisierten deutlich den nordostlichen Zielquadranten,
wobei einige Tiere gezielter nach der Plattform suchten (roter Pfeil) und einigewésiger gezielt
(blauer Pfeil) (Abb23 D). Wie schon die Ergebnisse der an E14.5 sham bestrahlten Tiere vermuten
lieRen, wiesen auch die Daten der 500 mGy bestrahlten Rad%dre daraufhin, dass die Rad54
Mause eine besondere Beeintrachtigung, im Einsatz der geeigneten Suchstrategieleund

Bestimmung der genauen Plattformposition, hatten.

Insgesamt zeigte der Vergleich der an E14.5 sham bzw. 500 mGy bestrahlten’ Raub4
Wildtyptiere, dass weder die Deletion des Reparaturproteins Rad54 noch die Rontgenbestrahlu
einen Einfluss auf die motorische Entwicklung oder die Entwicklung em@snalen
Explorationsverhaltens bei den Tieren hatte. Allerdings bewirkte die Deletion des Repargeins

Rad54 eine erhebliche Beeintrachtigung des raumlichen Denkvermégens in den Méausen. Eine ebenso
groRe Beeintrachtigung des raumlichen Denkvermdgens loste auch die 500 m@&hiBasgt an

E14.5 bei den Wildtyptieren aus. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass ein defektes DNS-
Reparatursystem die gleichen Auswirkungen auf das Lernverhalten haben kann, wie eine

niedrigdosierte Réntgenbestrahlung zum E14.5 Stadium.

Um diese Hypothese zu uberpriifen wurden ebenso die Rad®dd Wildtyptiere miteinander
verglichen, die zum friihen postnatalen Entwicklungsstadium sham bzw. mit 500besBwghlt

wurden.
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Die initiale Phase deMWM-Tests deckte ein signifikantes Lerndefizit bei den an pl0 sham
bestrahlten Rad54 Tieren auf. So benétigten die Tiere ab dem zweiten bis zum funften Tag der
initialen Phase mindestens doppelt so viel Zeit um die Plattform zuchaej als die an p10 sham
bestrahlten Wildtyptiere (Tag 2: Rad54 83,5+8,8 s, WT= 37,2+4 s, Tag 3: Rad®9,1+9,5 s, WT=
26,3+8,4 s, Tag 4: Rad5461,8+11 s, WT= 27,4+8,7 s, Tag 5: Rad59,6+13,3 s, WT= 23,9+4,3 s)

(Abb. 24 A). Die signifikanten Beeintrachtigungen im Auffinden der Plattform standen im engen
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Zusammenhang mit dem fehlenden Einsatz von raumlichen Suchstrategien bei der Réaligen.

So setzten z.B., die Rad5&iere am zweiten Tag der initialen Phase viermal weniger raumliche
Suchstrategien ein als die Wildtyptiere (Ra5417,5+6,5 %, WT= 705 %). Selbst am fiinften Tag
setzten die Rad54 Tiere 37,5 % weniger raumliche Suchstrategien ein als die Wildtyptiere (Rad54
47 5+12,1 %, WT= 85+4,1 %) (AbbB).
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Abbildung 24: Stark beeintrachtigtes Lernverhalten der an p10 sham bestrahlten RddS4ere wahrend der initialen
Phase deMWM-Tests.

(A) Lernkurven der Rad54und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mause die Plattform zu
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz raumlicher Suchstrategiégwend der initialen Phase dédWM-Tests. (C, D)
Probetest der initialen Phase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltsze@efidre im Zielquadranten (SW). Pfeile weisen
Tiere aus die Uberdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchgtioli wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht
haben, mit den dazugehdérigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stedlameisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwedprathen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) ehmipte 0,1234 (ns), p< 0,0332 (*), p< 0,0021 (**),
p<0,0002 (***), p@,0001 (****), Rad54 p10 sham n20, Wildtyp p10 sham n= 10.

Erst zum Probeversuch am sechsten Tag der initialen Phase, konnten keine signifikant

Unterschiede mehr zwischen Wildtyp- und Rata¥liausen ausgemacht werden. Beide Gruppen
hielten sich Uberwiegend im Zielquadranten auf (Rad535,4+6,5 %, WT= 42+4,3 %). Wobei wieder

eine grolRe Streuung in der Gruppe der Rad34ere ausgemacht werden konnte. So gab es Tiere die

Kapitel | 52



tberdurchschnittlich viel Zeit (roter Pfeil= 64 %), und Tiere die unterdurchschnittbcig Zeit
(blauer Pfeil= 7,4 %) im Zielquadranten verweilten (REC, D).

Die anschlieRende Umkehrphase dé8VM-Tests deckte ein anfangliches Lerndefizit der R4d54
Tiere auf, welches sich im Laufe der Trainingsphase aufhob. So bendétigteadfid Tiere in den
ersten zwei Tagen der Umkehrphase signifikant mehr Zeit die Plattform zu erreichenig als d
Wildtyptiere (Tag 1: Rad%4 96,5+11,1 s, WT= 54,1+11,1 s; Tag 2. Rad®8,3+15,6 s, WT=
26,79 s) (Abl25 A). Auch der Einsatz von raumlichen Suchstrategien war bei den-Rad&én in

den ersten drei Tagen signifikant reduziert (Tag 1. Rad5#2,5+6,7 %, WT= 47,5+10,8 %, Tag 2:
Rad54 = 37,5+14,6 %, WT= 80+7,3 %, Tag 3: Rad88+8,2 %, WT= 80+11,7 %) (AXB).

Abbildung 25: Anhaltendes beeintrachtigtes Lernverhalten der an p10 sham bestrahlRed54- Mause wahrend der
Umkehrphase de$/WM-Tests.

(A) Lernkurven der Rad54und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mause die Plattform zu
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz raumlicher Suchstrategéhrend der Umkehrphase dédWM-Tests. (C, D)
Probetest der Umkehrphase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten eer i Zielquadranten (NO). Pfeile weisen
Tiere aus, die Uberdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurbhiétich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht
haben, mit den dazugehérigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stedlemeisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwedprathen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
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Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) ermiptel0,1234 (ns), p< 0,0332 (*), p< 0,0021 (**).
Rad54- p10 sham n20, Wildtyp p10 sham n= 10.

Waéhrend des Probeversuches der Umkehrphase konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen ausgemacht werden. Sowohl die Rada#s auch die Wildtypméause hielten sich
uberwiegend im Zielquadranten auf (Rad5449,4+6,7 %, WT= 47,2+3,8 %). Auch am letzten Tag der
Umkehrphase gab es Tiere unter den Rad9vausen, die Uberdurchschnittlich viel Zeit (roter
Pfeil= 78,7 %) bzw. unterdurchschnittlich wenig Zeit (blauer Pfeil= 29,3m%)oiddstlichen
Zielquadranten verbrachten (AbB5 C, D.

4345 s EP0 ] Z @& V %il Al U'C «8@ ZD&E'Wal] EDRB>-d +3

Die initiale Phase deBMIWM-Tests zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den an pl0
500 mGy bestrahlten Wildtyp- und Rad5Zieren. Die Zeiten des Erreichens der Plattform waren in
beiden Gruppen sehr ahnlich. So benétigten beispielsweise die Ratiede am zweiten Tag der
initialen Phase im Mittel 94,8+11 Sekunden um die Plattform zu finden, détyytiere 71,419 s.

Am fiinften Tag der initialen Phase waren, in beiden Gruppen, die durchschnittlichen Zeiten z

Erreichen der Plattform, fast identisch (Ra#5458,6+14,5 s, WT= 59,6+11,8 s) (/R601).
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Abbildung 26: Fast identisches Lernverhalten der an p10 500 mGy bestrahlten Radsdd Wildtyptiere wahrend der
initialen Phase de&MWM-Tests.

(A) Lernkurven der Rad%54und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mause die Plattform zu
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz raumlicher Suchstrategiégwend der initialen Phase dédWM-Tests. (C, D)
Probetest der initialen Phase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltsze@efidre im Zielquadranten (SW). Pfeile weisen
Tiere aus, die Uberdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchitdlch wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht
haben, mit den dazugehdérigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stedlameisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwertpeethen dem SEM. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest (A, B) und deyapaarten t-Test (C) festgestellt werders (31234
(ns). Rad54 p10 500 mGy n= 10, Wildtyp p10 500 mGy n=12.

Die Wahl der Suchstrategien unterschied sich zwischen den Wildtyp- und‘Rad&4n ebenfalls
nicht signifikant. Bis zum flinften Tag setzten weder die Wildtyp-, nocRatié4- Mause im Schnitt
mehr als 54,2 % raumliche Suchstrategien ein um die Plattform zu erreichen (Tag 8! Rad5
=40+13,5 %, WT= 54,249 %) (ABB.B). Auch am letzten Tag der initialen Phase konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt. Sowohl Radi§4uch Wildtyptiere
verbrachten im Mittel, auffallig wenig Zeit im Zielquadranten (Rdd534,6+6,6 %, WT= 19+4,3 %)
(Abb.26 C). Wobei auch hier ein Tier innerhalb der Rdd&tuppe tberdurchschnittlich viel Zeit im
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Zielquadranten verbrachte (roter Pfeil= 77,4 %) und ein Tier unterdurchschnittlicig &eit (blauer
Pfeil= 8,1 %), Dessen Schwimmpfad verwies zudem auf eine thigmotaktischetévsiheaise
(Abb.26 Dtvgl. Abb.

Die anschlieBRende Umkehrphase deckte ebenfalls keine Unterschiede im Lernverhaltererzwisch

500 mGy bestrahlten Rad54ind gleichbehandelten Wildtyptieren auf (AI&Y).

Abbildung 27: Fast identisches Lernverhalten der an p10 500 mGy bestrahlten Radsdd Wildtyptiere wahrend der
Umkehrphase de$/WM-Tests.

(A) Lernkurven der Rad54und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mause die Plattform zu
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz raumlicher Suchstrategéhrend der Umkehrphase dédWM-Tests. (C, D)
Probetest der Umkehrphase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der ifrieZielquadranten (NO). Pfeile weisen
Tiere aus die Uberdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchgtioli wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht
haben, mit den dazugehdrigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stedlemeisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwertpeathien dem SEM. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest (A, B) und dayepaarten t-Test (C) festgestellt werdendp1234
(ns). Rad54 p10 500 mGy n= 10, Wildtyp p10 500 mGy n=12.

Sowohl der Verlauf der Lernkurven als auch der Einsatz an rdumlichen Suchstrategisnhied

sich Uber den flinftagigen Zeitraum der Umkehrphase nicht zwischen den Gruppen. So erreighten z
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die Rad54 Tiere die Plattform am zweiten Tag im Schnitt in 54,6+12,8 s undesetiabei

42 5+11,8 % rdumliche Suchstrategien ein, die Wildtyptiere benétigteriedong Tag 47,3+9,7 s um

die Plattform zu erreichen und wahlten im Schnitt 58,3+8,3 % raumliche Suchsraf{édib. 27 A,

B).

Im Probeversuch konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen WildtyBad&d'

Tieren ausgemacht werden. Beide Gruppen hielten sich durchschnittlich gleich laogdastlichen
Zielquadranten auf (Rad%4 46,6+4,6 %, WT= 46,2+3,3 %). Obwohl es auch hier Tiere aus der
Rad54- Gruppe gab, die viel Zeit (roter Pfeil= 68,6 %) und Tiere die \Heitigblauer Pfeil= 25,8%)

im Zielquadranten verbrachten, blieb eine groRe Streuung um den Mittelwert, wie es im
Probeversuch der initialen Phase der Fall war, aus (vgl. Abb. 282C @)it

Der Vergleich der an p10 sham bestrahlten Wildtyp- und Radbiére deckte ein signifikantes
Lerndefizit in der Gruppe der Rad5Ziere auf. Dieses Lerndefizit &uBerte sich in einer erhohten Zeit
die versteckte Plattform inMWM auszumachen und den stark reduzierten Einsatz an raumlichen
Suchstrategien. Diese Beobachtungen deckten sich mit den Ergebnissen der an E14.5 sham
bestrahlten Rad54 Tiere. Auch die an E14.5 sham bestrahlten Radbigére zeigten ein starkes
Lerndefizit im Vergleiclzu den gleichbehandelten Wildtyptieren. Die Ergebnisse unterstiitzen die
Hypothese, dass die Deletion des Reparaturproteins Rad54 zu einer beeintrachtigten
Gedachtnisleistung in den Mausen fiihrte. Das Ausmalfd dieser beeintrachtigten Gedachtnisleistung
war vergleichbar mit der Beeintréachtigung, welche durch Niedrigdosisstrahlung inyjtigden
ausgeldst wurde. So glichen sich die Lernkurven der an p10 500 mGy bestilfitteyptieren mit

den der an p10 500 mGy bestrahlten Rat5Hiere. Die gleichen Ergebnisse konnten bei den an
E14.5 500 mGy bestrahlten Wildtyp- und RadB4ausen festgestellt werden.

Interessanterweise potenzierte sich der Effekt, des verringerten Denkvermégens durch die
Niedrigdosisbestrahlung, in den Rad5&fieren nicht. Um herauszufinden ob die Deletion des
Reparaturproteins Rad34selbst zu einem veranderten morphologischen Aufbau des Hippocampus
fuhrte und diese Veranderungen Grund fur die verminderte Lernfahigkeit der Tiere waren, wurden

im Folgenden histologische Untersuchungen des Hippocampus durchgefihrt.

435 ,]*5}0}P]* Z Vv 0Ce & y % }*CIFAIV *vEOXH JJio- §W%Z 1 d
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Das raumliche Gedachtnis wird gebildet und verschaltet im Hippocadfipinsbesondere deGyrus
dentatus spielt innerhalb des Hippocampus, bei der Integration junger Neurone ivataandene

neuronale Netzwerk, eine entscheidende Rolle. Wahrend der adulten Neurogenese migriggen ju

107 Tulving und Markowitsch 1998; Eichenbaum 2004; Buzsaki und Moser 2013.
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Neurone in denGyrus dentatusund bilden sich dort zu reifen Neuronen aus. Dieser Prozess wird
verstarkt und ist gleichzeitig essentiell fir das Lernen und die GedachtnisBfitidndgrund dessen
wurden Kryostatschnitte der Hippocampi-Region der R#édbiére angefertigt und die Anzahl junger
Neurone, welche exklusiv das Mikrotubuli-assoziierte Prdbginblecortin(DCX) exprimieren, in den

Gyrus dentati bestimmt.

Abbildung28: Naive Rad54 Tiere exprimierten signifikant weniger DCX positive Zellen als Wildtyptiere.

(A) Nissl Farbung Hippocampi einer Rad3aus im Bregma Bereich -1,34 (links) und -2,46 (rechts). Der MafRstab
entspricht 500 um. (B) Immunfluoreszenzfarbung eiGgsus dentatuginer naiven Rad54 Maus.Doublecortinist in Rot,
Hoechst33342 in Blau dargestellt. Der MafRstab im Vollbild betrégt 100mAusschnitt 25 pum. (C) Durchschnittliche
Anzahl DCX positiver Zelle@rus dentatusSchnitt. Rad54 n= 4 Tiere (pro Tier 8-10 Gyrus dentati), Wildtyp n= 8 Tiere
(pro Tier 8-10 Gyrus dentati). Abweichungen vom Mittelwert entspgacdem SEM. Die Signifikanz wurde tber den
ungepaarten t-Test ermittelt, p< 0,0021 (**).

Die Analyse der Gyrus dentati der naiven Rddshd Wildtypmause ergab eine signifikante
Reduktion an DCX positiven Zellen in den Radbiren. Wahrend die Wildtyptiere im Mittel
53,1+4,7 DCX (+) Zellen pByrus dentatusund Schnitt exprimierten, waren es bei den Rad54
Tieren nur 31,9+2,3 DCX (+) Zellen (Abb. 28 C).

108 Gongalves et al. 2016; Deng et al. 2010; Alam et al. 2018.
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Selbst ohne Strahlenbelastung wiesen die R#&d34ere eine signifikante Reduktion an jungen
Neuronen im Hippocampus auf. Um die Auswirkung der Niedrigdosisbestrahlunge aufizihl der

DCX positiven Zellen zu untersuchen wurden ebenfalls Kryostatschnitte der an pl0 und E14.5
500 mGy bestrahlten Rad54und Wildtyptiere angefertigt. Aus Abbildung 29geht hervor, dass

eine Niedrigdosisbestrahlung zu den Entwicklungszeitpunkten E14.5 und p10 eirdi®tedar DCX
positiven Zellen, in den Rad54und Wildtyptieren zur Folge hatte. Allerdings war die
strahleninduzierte Reduktion der jungen Neuronen in den R&dB4iausen unabhingig vom
Entwicklungsstadium. Im Gegensatz zu der Reduktion der jungen Neuronen in den WildtyRtieren
Reduktion an DCX positiven Zellen war nach einer Niedrigdosisbestrahlung zusnSEidium

signifikant hoher als die Reduktion an Zellen im p10 Stadium (Abb. 29 B).

Abbildung29: Bestrahlungszeitpunkt hatte keinen Einfluss auf die Anzahl der DCX positiven ZelRadB4- Mausen.

Relative Verédnderung der Anzahl DCX positiver ZellenGymus dentatusund Schnitt der E14.5 und p10 500 mGy
bestrahlten Rad54 (A) und Wildtyp Tiere (B). Rad5&£14.5 500 mGy n=4 (pro Tier 8-10 Gyrus dentati), p10 500 mGy n= 4
(pro Tier 8-10 Gyrus dentati), Wildtyp E14.5 500 mGy n= 6 (pro Tier 8-10dentasi), p10 500 mGy n= 3 (pro Tied@-
Gyrus dentati). Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem S&ilyhifikanzen wurden mit dem ungepaarten t-Test
ermittelt, p> 0,1234 (ns); p< 0,0332(*).
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Zielsetzung dieses Kapitels war es herauszufinden, ob eine defekte DNS DSB-Reparatur den negativen
Effekt der Niedrigdosisbestrahlung auf die kognitive Entwicklung weiter veestavikirde. Hinweise

auf eine durch Niedrigdosisbestrahlung beeintrachtigte kognitive Entwicklungtdwrsowohl inin

vivo Experimenten, als auch in epidemiologischen Studien gefunden werden. So konnten Hall und
Kollegen in einer grol3 angelegten Studie 2004 herausfinden, dass schwedische Jenigefrithien
Kleinkindalter eine Strahlentherapie gegemitaneous hemangiomaam Kopf erhalten hatten,
kognitive Auffalligkeiten im Alter von 18 bzw. 19 Jahren aufwiesen. So warafétigkeit und
logisches Denken beeintrachtigft Beeintrachtigungen im Denkvermogen erlitten auch Kinder, die
zwischen 1950 und 1960 in Israel in Folge eirgrea capitis Erkrankung mit einer
Niedrigdosisbestrahlung am Kopf behandelt worden wieiriksson und Kollegen beobachteten in

2 bzw. 4 Monate alten Mausen eine Veranderung im spontanen Verhalten, nachdemindigsien
postnatalen Stadium mit 500 mGy bestrahlt wurdénAuch Axel Klink analysierte das Verhalten von
Wildtypmausen (C57BL/J6) im Alter von 2 Monaten, nachdem diese zu deickumgszeitpunkten

E14.5 oder pl0 mit niedrigdosierter Roéntgenstrahlung bestrahlt wurden. Bei &osis von

500 mGy zeigen die adulten Tiere signifikante Defizite im raumlichen LE&nBesonders in
kritischen Entwicklungsphasen wie dem Embryonalstadium, in welchem das gesamte neuronale
System stark proliferiert und gleichzeitig angelegt Widoder im friihen postnatalen Stadium, in
welchem das Gehirn weiter expandiert, Gliogenese und dendritische Auswiichse ihren Hahepun
erreichert, ist das neuronale Netzwerk radiosensittvDa DNS DSBs die folgenreichsten Schaden
darstellen, die in der Zelle durch Ro&ntgenbestrahlung auftreten, ist eine intakte DNS-
Schadensantwort von enormer Bedeutung. Insbesondere stark proliferierende Zellen sind auf eine
fehlerfreie Reparatur strahleninduzierter DNS DSBs angewiesen, da sie ihr gesamtes Genom
transkribieren muissen. Nicht oder fehlerhaft reparierte Briche fihren zu entarteten oder
apoptotischen Zelled®. Eine komplett fehlerfreie Reparatur kann nur tber die HR gewahrleistet
werden. Daher war die Hypothese, dass ein HR-reparaturdefizientes System wie das” Rad54

Mausmodell die Effekte der Niedrigdosisbestrahlung potenzieren wirde. Tatsakblichen aber

109 Hall et al. 2004.

110Ron et al. 1982.

111 Eriksson et al. 2016.

112BNA 2017 Festival of Neuroscience: Abstract Book 2017; Laura Trundle | Fusion Conferences
113 Semple et al. 2013.

114 Semple et al. 2013; Eriksson 1997.

115 Otake und Schull 1984; Santis et al. 2007; Otake und Schull 1998; Yoshimaru et al. 1995.

116 Jackson 2002.
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keine signifikanten Unterschiede zwischen den 500 mGy und sham bestrahlten’Rad5dn im
MWM-Test festgestellt werden (s. Abb. 118). Stattdessen stellte sich heraus, dass schon die sham
bestrahlten Rad54 Tiere im Vergleich zu den sham bestrahlten Wildtyptieren ein signifikantes

Lerndefizit in der initialen Phase deBVM-Tests aufweise(s. Abb. 20, 24).
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Eine funktionierende DNS-Reparatur ist ausschlaggebend fur eine normale Entwicklung. Nicht
reparierte Briche und Mutationen zum Zeitpunkt der frihen Entwicklung, kbnnen enorme Effekte
auf das sich entwickelnde Nervensystem habenSo ist die schwere Nervenkrankhditaxia
teleangiectasiaAT), welche mit Bewegungs- und Sprachstérungen einhergeht, auf eine Mutation in
der Serin/Threonin-Kinase ATM zuriickzufihténDie ATM Kinase koordiniert die DNS DSB-
Reparatut'®. Der Verlust des KernproteindG4 (DNS-Ligase 4) des NHEJ-Reparaturweges, fuhrt
hingegen zum LIG4 Syndrom, bei welchem Mikrozephalie ein Hauptsymgtdfi Das
Reparaturprotein Rad54 spielt wahrend der HR eine wichtige Rolle. Es interagiertniredeém
uberlebenswichtigen Reparaturprotein Rad81Es stimuliert dessen Aktivitdt und sorgt ebenso

fur dessen Wiederaufbereituft.

Der spezifische Reparaturweg der HR ist besonders wahrend der embryonalen Neurogenese wichtig.
Zu diesem Entwicklungszeitpunkt befindet sich der Grof3teil der Zellen in eingganduder sich

durch schnelle und héaufige Proliferation auszeichifetDurch den stéandigen Eintritt in den
Zellzyklus, steht verhaltnismafig haufig ein Schwesterchromatid als Template fRegiaratur von

DNS DSBs zur Verfligung. Dies ist Ausschlagkriterium fur die Vermeidung von fehlerhiafteapa
Briichen, die zur Apoptose oder zu Mutationen fiihren kortfrerEine fehlerhafte DNS-Reparatur
kann bis zum spéaten adulten Stadium verheerende Auswirkungen haben. So schreitele idefal
Nervenkrankheit AT die neurologischen Schaden im Laufe der Entwicklung immer mehr voran
beginnend mit Sprachstérungen im fruhen Kindesalter, treten im Alter zunehmendristite

Beeintrachtigungen atd®. Ebenso korreliert die erst im fortgeschrittenen Alter aufkommende

117 McKinnon 2013.

118 Bjton et al. 2008; Shiloh und Ziv 2013.

119 Bakkenist und Kastan 2003; Wang et al. 2016.
120 O'Driscoll et al. 2001.

121 Raschle et al. 2004.

122 petukhova et al. 1998.

123 Solinger et al. 2002.

124 Takeuchi und Nakamura 2014.

125 Ranjha et al. 2018; Rothkamm et al. 2003b.

126 Nissenkorn und Ben-Zeev 2015; Crawford 1998.
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neurodegenerative Krankheit Alzheimer mit einer Reduktion der NHEJ-Effektivitdit ued ein
Akkumulation von DNS DSBs in Neurdfermuch die Lewy-Korper-Demenz korreliert mit einer

Akkumulation von DSBs in Neurof®n

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust des Reparaturproteins Rad54 zu einer
Beeintrachtigung des raumlichen Denkvermdégens in adulten Mausen flihrt. Diese Beeintrachtigung

im Denkvermdgen zeigen Wildtypmause im gleichen Ausmal, nachdem sie zu den

Entwicklungszeitpunkten E14.5 und p10 mit 500 mGy Rontgenstrahlung bestaien sind (s.

Abb. 22, 26). Offensichtlich fuhrt eine Stérung der Neurogenese wahrend sensiblen Phasen, sei es
nun extern durch Roéntgenbestrahlung oder intern durch Mutationen in Rrete der HR, zu

Defiziten in der Hirnentwicklung.

Im Fall der Niedrigdosisbestrahlung und dé&mock outdes Proteins Rad54 manifestierte sich die
gestorte Hirnentwicklung in Form einer spezifischen Beeintrachtigung des raumlichen
Denkvermdgens. Der Hippocampus spielt eine zentrale Rolle bei der Verschalthivgnarbeitung

von Informationen, die fir das raumliche Orientieren und Navigieren unerlassiidtt®sDabei soll

die adulte Neurogenese einen entscheidenden Beitrag leiteBei der adulten Neurogenese
migrieren Stammezellen aus der subgranularen Zone in@mus dentatusind differenzieren dabei

zu jungen Neuroned’. Diese jungen Neurone, die exklusiv das ProtBioublecortin (DCX)
exprimiered®?, verstarken durch ihre spezifischen Eigenschaften den Lernprozess und die
Gedachtnisbildung® Tatsachlich zeigten die Rad54Tiere eine signifikante Reduktion an DCX
positiven Zellen im Vergleich zu den Wildtyptieren. Gleichzeitig wiesen auch die an E14.5 und p10 mit

500 mGy bestrahlten Wildtypmause eine Reduktion der jungen Neurone im GD auf.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Verlust an jungen Neuronen im Hippocizhgirser
Beeintrachtigung des raumlichen Lernverhaltens wurde schon zuvor diskutiert. So \Rielsenond
Kollegen in C57BL/6J-Mause nach, dass eine 500 mGy Bestrahlung im ARér Vagen zu einem
starken Lerndefizit im Alter von 3 Monaten fiihrt. Das beeintréachtige raumliche Benkgen ging

gleichzeitig mit einem signifikanten Neuronenverlust eiffferVerreet und Kollegen vermuten

127 Boerrigter et al. 1992; Adamec et al. 1999; Markesbery und Lovell 2006.

128 gve 2001; Ferman und Boeve 2007.

129 Tulving und Markowitsch 1998; Eichenbaum 2004; Buzsaki und Moser 2013.
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ebenfalls einen Zusammenhang zwischen einer veranderten Hirnmorphologie und negativen
Auswirkungen auf das raumliche Lernverhalten. C57BL/6J-Mause die im E11-StadiunGynit 1
bestrahlt wurden, zeigten 12 Wochen nach der Geburt ein verlangsamtes Lernverhaltdiiviz

Test. Vier Wochen nach Bestrahlung konnte ebenso eine Reduktion an S8@XK2¢x determining
region Y-box2 = Stammzellmarker) positiven Zellen und proliferierenden Zellen (KI67=
Proliferationsmarker) festgestellt werdei Des Weiteren konnten kirzlich Zanni und Kollegen
zeigen, dass die Bestrahlung von 21 Tage alten C57BL/6-Méausen mit 4 Gggeséach der
Behandlung zu einer Reduktion der DCX-positiven Zell€&yims dentatugiihrt. Gleichzeitig konnte

ein Lerndefizit imMMWM-Test ausgemacht werdéf.
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Der Hippocampus ist der Ort der Fusion, Aneignung und Speicherung dearatieen
Gedachtnisséd’. Dies beinhaltet die Fahigkeit, Ereignisse in einer zeitlichen oder kontexgigean
Reihenfolge zu ordnen, zu speichern und wieder abzurufen, wenn es die Situation etf8rdert
Zudem tragen die Verschaltungen des Hippocampus dazu bei, ein Abbild der aulReseft dis
innere kognitive Karte zu erstell&A Durch diese ist eine raumliche Orientierung und Navigation in
der Umgebung erst mogliel. Es kénnen zwei Arten der Navigation unterschieden werden: die
egozentrische und die allozentrische Navigation. Wahrend die egozentrische Nawvigagme
Informationen wie die Rickkopplung von Beinbewegungen, die eingesetztbvi@edigkeit und die
eingeschlagene Richtung bzw. Richtungsanderungen vereint und dem doiSaiatum und
umliegenden Strukturen zugeschrieben Wfid ist die allozentrische Navigation von entfernten
Orientierungspunkten abhéangig, die im Verhaltnis zu anderen Orientierungspunkten Informationen
zum aktuellen Aufenthaltsort des Organismus enthalten. Diese Art der Navigationorist v
Hippocampus und dem entorhinalen Kortex abhattgigvit Hilfe elektrophysiologischer Analysen
konnten die so genannten Ortszellen im Hippocampus ausgemacht wétderese Zellen reagiene

auf unterschiedliche Umgebungen und formen somit ein Abbild als innere kogitives
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Gitterzellen aus dem entorhinalen Kortex vergroRern durch ihre Signalmuster dies2*Kdm
Zusammenspiel mit Grenzzellen und Kopfrichtungszellen entsteht schliel3lich Orientierung im
Raunt“®. Orientierung basiert somit auf der hochkomplexen Integration Verschaltung vemext
und internen Informationen, die verarbeitet, gespeichert und zu gegebener Zeit wiederudbg
werden missen. Dieses rdumliche Lernen und die Gedéachtnisbildung werden in Mausen fitaufig m

Hilfe desMWM-Tests tberprift’.

Vorteil desMWM-Tests ist, dass gezielt die allozentrische Navigation angesprochev®wirdrch

den Mangel an proximal gelegenen Hinweisen und fehlenden Geruchsspuren sind die getesteten
Mause auf distale Orientierungspunkte (= Symbole an den Wanden: s. Kapitel 4.2.6) angewiesen, u
die versteckte Plattform zu finden und so aus delaze zu entkommen. Der Entwickler d&8VM-

Tests konnte zeigen, dass Lasionen am Hippocampus zu einer stark beepgréctiibzentrischen
Navigation fihret®. In den darauffolgenden Jahren konnte in einer Vielzahl von Studien
demonstriert werden, dass auf unterschiedliche Weise hervorgerufene Schadigungen des
Hippocampus (GeNutationen von Rezeptoren, pharmakologische Inhibition der Signaltibertragung
des neuronalen Netzwerkes, etc.) zu Defekten im Lernen und in der Gedachtmighfilduwert*. In

der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Deletion des Reparaturproteb URabl

der damit einhergehende Verlust an jungen Neuronen @Gyrus dentatuszu einer erheblichen
Beeintrachtigung des raumlichen Denkvermdgens fuhrt. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass
eine defizitare adulte Neurogenese die raumliche Orientierung und das raumliche Gedachtnis negativ

beeinflusst.

Im adulten Stadium, zeichnen sich neu generierte Neurone, die als Stammzellen aus der
subgranularen Zone in de@yrus dentatuseinwandern, durch ihre besonders hohe Erregbarkeit
aus®! Sie reagieren auf unterschiedliche Stiftglbauen schnell neue synaptische Verbindungen zu
Zellen aus anderen Hirnregionen wie dem Hilus und der CA3 Regith wns weisen zusatzlich

einen besonders niedrigen Schwellenwert auf, um Langzeitpotenzierungen (LTPs) samZulo

145 Moser et al. 2014.

146 Sargolini et al. 2006.

147 D'Hooge und Deyn 2001.

148 Brandeis et al. 1989.

149 Morris et al. 1986; Morris et al. 1990.

150 Moser et al. 1998; Burgess et al. 2002; Penner und Mizumori 2012; Buzsaki und Moser 2013.
151 Mongiat et al. 2009.

152 Ge et al. 2006; Tashiro et al. 2006.

153 Nicoll und Schmitz 2005.

154 Frey und Morris 1997.
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Aufgrund dieser aul3ergewoOhnlichen Eigenschaften wird angenommen, dass junge Neurone die
kognitive Flexibilitat beim Lernen erhohéh temporare Informationen in Gedéachtnisinhalte
umwandeld*® und die Balance zwischen Musterintegration und -trennung aufrechterhalten
Allerdings beruhen diese Informationen auf computergestiitzten Modellen. Die tatséalich
Aufgaben junger Neurone wahrend des Lernens und der Gedachtnisbildung sind weitestgehend noch
unklar. Clelland und Kollegen konnten allerdings zeigen, dass eine Ablatioripgecampalen
Neurogenese zu einer spezifischen Beeintrachtigung der rdumlichen Musterintegration+ und
trennung fuhrt. In ihren Experimenten aulRerte sich dies dadurch, dass die Mause Schwierigkeiten
hatten, zwei ahnliche Gedachtnisinhalte (= z.B. zwei &hnliche Muster) voneinander zu
unterscheidef®®. Darlber hinaus konnten Creer und Kollegen zeigen, dass eine verstarkte
Neurogenese, ausgeldst durch freiwillige physische Aktivitdt, zu einer Verbesserung der
Musterintegration und -trennung fih#t>. Die Trennung von ahnlichen raumlichen
Gedachtnisinhalten ist ebenso beim erfolgreichen Lernen wahrendviW¥d1-Tests wichtig. Da die
Versuchstiere aufgrund der haufigen Anderung der Startposition das Wasserbecken aus vielen
verschiedenen, aber sehr &hnlichen Blickrichtungen erfahren, missen sie ihre Position im Raum aus
den distalen Orientierungspunkten (= Hinweise an den Wanden) ableiten. Nur so kéeneinesi
Strategie entwickeln (= rAumliche Suchstrategie), um erfolgreich die versteckte PlattforntlhenBe
wiederzufinden. Tatsachlich zeigen die Arbeiten von Dupret und Garthe, dass dieorAlati
Neurogenese besonders zu einem verminderten Einsatz von direkten raumlichen Suchstrategien
fuhrt. Die Mause waren fahig, die versteckte PlattformMwM nach einer gewissen Trainingszeit zu
erreichen, allerdings stark verzégert im Vergleich zu den Kontrolltieren. Ein Grund dafiglewar
seltene Einsatz direkter raumlicher Suchstratetfieier Gleiche Effekt trat bei den in dieser Arbeit
untersuchten Rad54 Tieren auf. So waren diese Tiere zwar in der Lage, die Plattformposition
auszumachen, bendtigten im Vergleich zu den sham bestrahlten Wildtyptieren allerdingsicrhebl
mehr Zeit, um die Plattform zu erreichen (s. Abb. 20 A). Auffallig ist auch hier, dd®adfi4 Tiere

kaum raumliche Suchstrategien wahrend der Trainingsphase entwickelten (s. Abb. 20 B). Garthe und
Kollegen beobachteten zusétzlich eine fehlende Flexibilitat beim Lernen in den Neurogenese
defizitaren Mausen. Auch die Rad5Ziere zeigten eine anfangliche Lernverzogerung wahrend der

Umkehrphase desMWM-Tests(Abb. 21 A, B). Offensichtlich sind die jungen Neuronen, welche

155 Chambers et al. 2004.

156 Becker und Wojtowicz 2007.

157 Aimone et al. 2009.

158 Clelland et al. 2009.

159 Creer et al. 2010.

160 Dupret et al. 2008; Garthe et al. 2009.
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wahrend der adulten Neurogenese in déByrus dentatusintegriert werden, wichtig, um eine
Interferenz zwischen bereits existierenden Reprasentationen der Umwelt und neuen reprasentativen
Informationen der aktuellen Umgebung zu verhindern. Das heif3t, die adulte Neurogehesehtig,

um neue Situationen zu erkennen, zu integrieren und gegebenenfalls bereits existierende

Gedachtnisinhalte flexibel zu modifizieren.

Insgesamt bedeutet dies, dass eine Orientierung im Raum durch eine vermindeutte ad

Neurogenese zwar moglich, die komplexe allozentrische Navigation jedoch stark beeintrachtigt ist.
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In vitro Zellsysteme spielen eine grof3e Rolle in der Grundlagen- und klimisadrechung. Dies ist
dadurch begrindet, dass sie in einer hohen Vielfaltigkeit existieren, stabil kultiviertrelativ
einfach manipuliert werden kdnnen. Kausale Zusammenhange zwischen Ursache und Wirkung
auszumachen, ist in einem reduzierten System weitaus einfacher als in einem seplexam
System, das von vielen auR3eren Einflissen mitbestimmt wird. Die Zelllinie J$t N8Y¥ solches
vereinfachtes Modellsystem der adulten Neurogenese. Generiert wurden die immortalisierten
neuronalen Stammzellen aus pluripotenten embryonalen Mausstammz®&lleis konnte gezeigt
werden, dass diese Zelllinie stark der radialen Gliazelllinie, welche im adulten Gehiter i
subventrikularen und subgranularen Zone als adulte Stammzellen residieren, ¥hngia sind in

der Lage, sich symmetrisch zu teilen und selbst zu erneuern. Des Weiteren kénnen sie durch
Veranderung der Zellkulturbedingungen zu funktionalen Neuronen, Astrozyten und

Oligodendrozyten differenziert werdéf.

5.1.1 E E-Z % & SUEA P pv © Z % E SPE%R E}S Jv i Wi

DNS Doppelstrangbriiche (DSBs) sind die erheblichsten Schaden, die in der Zelienikiectbnde
Strahlung ausgeltst werden konrt€h Wenn ionisierende Strahlung auf die Zelle trifft, deponiert sie
ihre Energie in derselben. Dabei werden Radikale entweder direkt an der DNS durclertlest vV
eines Wasserstoffatoms oder in der direkten Umgebung der DNS durch didyRadies Wassers
erzeugt (Abb30 A). Hydroxylradikale, welche durch die Radiolyse gebildet werden, reagieren mit
den Nukleotiden der DNS und bilden am Desoxyribose-Riickgrat Peroxid-Radikale, die worro
Einzelstrangbriichen zu chemisch stabilen Schaden ftfireMehrere Einzelstrangbriiche in
unmittelbarer Nahe fuhren wiederum zu DoppelstrangbrictigénSiddigi und Bothe waren der
Uberzeugung, dass ein einziges Radikal geniigt, um einen DSB auszulésen. Daftas soll
Desoxyribose-Radikal, welches durch die Reaktion mit einem Hydrokglraditstanden ist, eine

Kettenreaktion auslosen: Die Reaktion des Sauerstoffatoms fiihrt zur Bildung enoegdFRadikals,

161 Ying und Smith 2003.

162 Doetsch 2003; Gonzalez-Perez und Quifiones-Hinojosa 2012.
163 Conti et al. 2005.

164 Ward 1988.

165 Sonntag 1987.

166 Ward 1985.
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welches einen Einzelstrangbruch auslost. Das freie Radikal, welches sich am Ende des gebrochenen
Stranges gebildet hat, reagiert mit einem Wasserstoffatom der Desoxyribose des koenpieen
Stranges und bildet dabei ein neues Radikal, das irreversible Schaden im komplem&ttaren
hervorruft und somit einen zweiten Bruch und damit einen DSB zur Folé hat

Die Zelle hat prinzipiell mehrere Mechanismen um Einzel- und Doppelstrangbriiche zu reparieren. Bei
DSBs die durch ionisierende Strahlung ausgeldst wurden handelt es sich allerdingshpiimidude

Briiche die entweder tber die homologe Rekombination (ehgimologous recombinatiQHR) oder

die nicht-homologe-Endverknipfung (enghon homologous end joinindNHEJ) repariert werden
missen. Der NHEJ-Weg ist fehleranfalliger als die HR, weil kein Schwesterchroniatidpddge flr

die Reparatur genutzt werden kann. Fir postmitotische Zellen wie reife Neuronen, Astroryten u
Oligodendrozyten, die nur noch auf den NHEJ-Weg zurtickgreifen kdnnen, umNBrédSBs zu
reparieren, ist er dennoch essentiell fir das Zelliberleben.

Der klassische NHEJ-Weg kann in drei Phasen unterteilt werden, der Erkennung des ONS DSBs
dessen Prozessierung und anschlieender Ligation @&oB). In eukaryotischen Zellen erkennt das
KU70/KU80-Heterodimer Bruchenden von DNS Molekulen und bindet mit stisden Affinitat an
diesert®®, Dabei werden die DNS Bruchenden in raumlicher Nahe gehalten und stabilisiert, damit
keine weitere Translokation der Enden stattfintfét Durch die Bindung an den DNS Enden,
verandert sich ebenso die Konfirmation des KU-Komplexes, sodass es einersdése wei
Reparaturfaktoren rekrutiert und gleichzeitig als Gerust fur diese Faktoren 'diemichtige
Reparaturfaktoren sind die Proteine ATMAtdxia Telangiectasia Mutatdd ATR Ataxia
Telangiectasia and Rad3 relajednd die DNA-PKcengl. DNA dependent protein kinase, catalytic
subuni) die zur Familie der Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) gefibrérenn KU als Komplex mit
einem DNS-Ende vorliegt, kann es die DNS-PKcs aktiiefeiese wiederum phosphoryliert nach
Aktivierung eine Reihe von weiteren Reparaturproteinen, darunter auch sich selbs{Tié&. ATM
rekrutiert unter anderem 53BP1 an die Bruchenden. 53BP1 verhindert die Resektidsioohkaert

die Rekrutierung des HR-Faktors BRCA1 zu den DNS-Enden wahrend der G1 Phaseiligrd mod

somit die Entscheidung Uber den ReparaturwegfitBei komplizierten Briichen phosphoryliert die

167 Siddigi und Bothe 1987.

168 \Walker et al. 2001.

169 Downs und Jackson 2004.

170 jeber 2010.

171 Abraham 2004.

172\Walker et al. 2001; Falck et al. 2005.

173 Davis et al. 2014.

174 Panier und Boulton 2014; Escribano-Diaz et al. 2013; Feng et al. 2013.
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DNA-PKcs zusatzlich die Endonuklease Artemis. Der DNA-PKcs-Arteniésckkamp verschiedene
Arten von DNS Uberhangen prozessieren und bereitet so die DNS Bruchendee &digation
vort”, Die Religation erfolgt durch den XRC@&dg(. X-ray repair cross-complementing proteind.F

(engl. XRCC4-like facteLlG4 €ngl. DNA ligase ¥Komplex, welcher sich an den KU-DNA-PKcs-
Komplex verankett®. Das Protein XRCC4 aktiviert mit der Kooperation seines Analogon XLF die

Ligase LIG4 und sorgt mit einem Brlckenschlag daflr, dass die LigasdieL[NIS Bruchenden

erreicht und diese ligiert werden konn€h

175 Ma et al. 2005.
176 Grawunder et al. 1997; Sibanda et al. 2001.
177 Andres et al. 2012; Riballo et al. 2009; Modesti et al. 1999.
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Abbildung30: DNS DSB-Induktion und -Reparatur tber die NHEJ. Erstellt mit BioReod®

A: Strahleninduzierte Briiche kénnen entweder direkt (1) durchRaiaktion eines Elektrons, welches durch die Absorption
eines Rontgenphotons aus einem Atom herausgeschlagen wuder, indirekt (2) Gber die Radiolyse des Wassers
Einzelstrangbriiche in der DNS hervorrufen. Dabei reagiert das hetastgElektron mit Wassermolekilen, wobei sich
Hydroxylradikale (OH bilden, die Schaden an der DNS verursachen. Durch die Bildangeroxidradikalen ¢Q kann im
komplementéren Doppelstrang ebenfalls ein Bruch erzeugt werdemuveb ein DNS DSB entsteht. B: Postmitotische
Zellen reparieren strahleninduzierte DNS DSBs hauptsachkehdéb NHEJ-Weg. Dieser wird durch die Bindung des KU70-
KUB80 Heterodimers initiiert (1). Die ATM verwandte DNS Proteinkinase (PKc$renegii kinase catalytic subujiwird an

die Bruchenden rekrutiert (2) und aktiviert die Rekrutierungiterer Reparaturproteine, wie 53BP1, welches die DNS
Enden vor der Resektionsmaschinerie schiitzt (3). Der BruchdPrdaessierungs-Faktor Artemis (4) bereitet die DNS
Enden fiir die Religation durch den XRCC4-XLF-Lig4 Komplex (5) vor.
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DNS Doppelstrangbriiche, die durch ionisierende Strahlung entstehen, sind zyégkizte und
komplizierte Schaden an der DNS, welche bei ausbleibender oder fehlerhafter Reparatur zu einer
Instabilitat des Genoms fuhren und somit die Bildung von Tumoren und neurodeg&earati
Krankheiten beguinstigéft.

DNS Doppelstrangbriiche kénnen ebenso einen physiologischen Ursprung haben und sind i
mitotischen Zellen essentiell fur die Replikation der DNS oder in B-Zelleniefisothatische
Rekombinatioh’®. Fir postmitotische Zellen konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass
bestimmte externe Stimuli zur gezielten Erzeugung von DNS DSBsniotétregionen spezifischer
Gene filhren und auf diese Weise die Transkription dieser Gene ermdglichen. Dieser istacisan
spielt unter anderem eine Rolle bei der Aktivierung von Serum, Ostrogen unchlsswie der
Ausschittung von Glucocorticoid&fh Besonders interessant ist die Erkenntnis, dass neuronale
Aktivitat in adulten Neuronen zur Induktion von DNS DSBs in Promotoreggi@mimmediate early

genes und dadurch zu einer verstarkten Transkription dieser Gene iihmleben neuronaler
Aktivitat kann auch die Zugabe des Neurotransmitters Glutamat als DNS DSBrérdiezi Stimulus
wirken'®2 Glutamat ist der hauptexzitatorische Neurotransmitter im ZNS und essentietiafi
Lernen und die Gedachtnisbildufiyy Die Transkription derimmediate early genessorgt fir
weitreichende Veranderungen im neuronalen Netzwerk, z.B. durch die Anregung des
Dendritenwachstums und der Modulierung von Synapsenverbindungen. Die schnelle Tramskriptio
von Uberlebensgenen dient zur Anpassung an sich veraddéfmgebungssituationeff.

Die Formation der DNS DSBs wird durch die Topoisomeldseta (Top2B) induzieff.
Topoisomerasen sind Enzyme, die die Torsionsbelastung der DNS wahrend der Replikation,
Rekombination oder Transkription auflosen, indem sie vorubergehende Briiche in M&r D
verursachetf®. Der Bruch ermdglicht DNS Abschnitten in raumliche N&ahe zu treten unithanicker

zu interagieren. Die meisten dieser Briiche werden von der/Tldp-» 0 *S (E % E] ESX o0 E

auch langer anhaltende DNS DSBs, welche tber die DNS Schadensantwort repariert werden missen.

178 Jackson und Bartek 2009; Rass et al. 2007.

179 Mehta und Haber 2014; Bouwman und Crosetto 2018.

180 Bunch et al. 2015; Ju et al. 2006; Trotter et al. 2015; Wong et al. 2009.
181] anahan und Worley 1998; Morgan et al. 1987.

182 Madabhushi et al. 2015; Crowe et al. 2006; Suberbielle et al. 2013.

183 Nakanishi 1992; Traynelis et al. 2010; Mattson 2008.

184 \West und Greenberg 2011.

185 Bunch et al. 2015; Wong et al. 2009.

186 \Wang 2002.
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Unter basalen physiologischen Bedingungen, ohne externen Stimulus, interagiert dpaBm
Transkriptionsrepressor CTCF (ABHR). Dieser verhindert Interaktionen zwischen raumlich weit
auseinanderliegenden Chromatinelementen, zu denen unter anderem Enhanoed
Promotorregionen gehoréfi’. Zusatzlich sorgt die sogenannte RNA-Polymerase-ll (RNAIIP)
Pausierung, welche durch den negativen Transkriptionsfaktor NBgFr{egative elongation factgr
verstarkt wird, an Promotorregionen zu einer Unterbindung der Transkription deoffieien Gene.
NELF reguliert auRerdem negativ das fir die Elongation essentielle ProteiemBIBPRB sensitivity-
inducing facto)!®®, Ein externer Stimulus, wie neuronale Aktivitat, fihrt nun durch die Aktimger

von NMDA Rezeptoren zum Calciumeinstrom in die Zelle. Die nachfolgende Signelkzeskatt

die DNS DSB-Induktion durch die TO§2B & E~ ~ (°ZES IpE ~"CvsZ &hgl EuvP
enhancer RNAvon Enhancerregion démmediate early genediese bewirken zusammen mit dem
positiven Transkriptionsfaktor pTEFb die Abspaltung von NELF und das Freigeli2®l Proteins,
wodurch die RNAPII-Pausierung aufgehoben und die RNAPII-gesteuerte Transkriptomeidiate

early genesstarten kan®®. Zudem erleichtert die synthetisierte eRNA die Genexpression, indem sie
durch ihre Interaktion mit dem Cohesin/Mediator-Komplex die Enhancer-Promoteraktion

stabilisiert.

Abbildung31: Mechanismus der durch neuronale Aktivitét induzierten Genregulation.

(Links) Unter Normalbedingungen pausiert RNAPII durch die Aktiviin DSIF und NELF. Zusatzlich sorgt der
Transkriptionsrepressor CTCF dafir, dass es zu keiner InteraktgehewiPromotor und Enhancer kommt. (Rechts) Wird
ein Stimulus erzeugt (z.B. neuronale Aktivitat) kommt es zum Tidpeta mediierten DNS Bruch. Dadurch wird die CTCF
erzeugte Beschrankung Uberwunden, sodass Promotor- und Enhanoerregn miteinander interagieren kénnen. In
Neuronen hat das zur Folge, dass eRNAs von Enhancerredianskribiert werden, welche wiederum dafir sorgen, dass
der negative Elongationsfaktor (NELF) abgespalten wird. Die AktigieampTEFb (Cyclin-abhéngige Kinase) 16st die RNA

187 Canela et al. 2017; Uuskila-Reimand et al. 2016.
188 \Wada et al. 1998; Yamaguchi et al. 1999.

189 Madabhushi et al. 2015; Deisseroth et al. 2003.
190 Schaukowitch et al. 2014; Zhao et al. 2016.
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Polymerasell (RNAPII) von der Promotorregion und veranlasst somit efismd@ktion. Abbildung verandert nach
Madabhushi und Kim 2018.

Immediate early geneEGs)esitzen eine grof3e neurologische Relevanz. Sie regulieren neben der
Gedachtnisbildung ebenso die homoostatische Plastizitédt und wirken dadurch neuroprotséti
spielt das IEE&grleine entscheidende Rolle in der Formierung des Langzeitgedachtnisses und in der
Bildung von LT, Ein weiteres IEG welches fir die Gedachtnisbiltfinmd die homdostatische
Plastizitat®* unerlasslich ist, isArc Ebenso wichtig fir die homoostatische Plastizitat ist das IEG
Npast. Es unterstitzt die Aufrechterhaltung der inhibitorischen/ exzitatorischen Balance der

neurologischen Synaps&h

191 Madabhushi und Kim 2018.

192 Jones et al. 2001; Bozon et al. 2003.

193 Guzowski et al. 2000; Messaoudi et al. 2007; Plath et al. 2006.
194 Béique et al. 2011; Gao et al. 2010; Shepherd et al. 2006.

195 Lin et al. 2008; Zhang et al. 2009.
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Die verwendete neuronale Stammzelllinie J1 wurde aus embryonalen Stammveiieh29/ Ola
Mausenin vitro differenziert und immortalisiett®. Die Verdopplungszeit der Zellen betrug ca. 24
Stunden. Die Differenzierung zu den Reinkulturen aus Neuronen, Astrozyten oder Oligagtsrdro

wurde angelehnt an das Differenzierungsprotokoll von Conti und Mitarbéftern

522 <uo3]A] EuvP & v uE}v o v *3 uul oo v :i

Die neuronalen Stammzellen J1 wurden im Selbsterneuerungsmedium gehalten bis esie ein
Konfluenz von ca. 80 % erreicht hatten, erst dann wurden sie im Verhaltnis vgespHttet. Die
adharent wachsenden Zellen wurden dafir mit Accutase® vom Zellkulturflaschenboden geldst und in
einem ausreichenden Volumen in PBS verdinnt. Fur die Stammhaltung wurde ein Miestal
Ldsung entnommen, anschlielBend bei 1000 Upm flir 3 min. zentrifugiert, daschifissige PBS
abgenommen und das Zellpellet in Selbsterneuerungsmedium aufgenommen uathénneue

Kultivierungsflasche tberfuihrt und bei 37 °C inkubiert.

523 ](( & vi] EpuvP% E}5}l}oo

Die J1 neuronalen Stammzellen wurden entweder in ihrem proliferierendem Zustand gehddten o
durch Veréanderung der Kultivierungsbedingungen zu Neuronen, Astrozyten oder Oligomigadr
differenziert. Zur Einleitung der Differenzierung wurden die neuronalen Stammzabest xon ihrer
Zellkulturware durch Accutase® gelést und fur drei Minuten bei 1000 Upm zeigrifufas
Zellpellet wurde im Selbsterneuerungsmedium aufgenommen und die Zellzakimait Neubauer
Zahlkammer bestimmt. 150.000 Zellen/ cm?2 fir die Differenzierung zu Astrozyied
200.000 Zellen/ cm? fur die Differenzierung zu Oligodendrozytesn bieuronen wurden auf Laminin

und Poly-D-Lysin beschichteter Zellkulturware ausgesat. Nachdem sich die atmjksetzt hatten,
wurde das halbe Volumen des Selbsterneuerungsmediums durch das spezifische
Differenzierungsmedium  ausgetauscht. An den darauffolgenden Tagen wurde das

Differenzierungsmedium alle 24 h gewechselt. Experimente erfolgten ab dem Differenzierungstag 9.

196 Ying und Smith 2003.
197 Conti et al. 2005.
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Tabelle 3: Differenzierungsmedien

Selbsterneuerungs-  Astrozytenmedium  Neuronenmedium Oligodendrozytenmedium
medium

Euromed-N DMEM Neurobasalmediu Neurobasalmedium
m
1 % L-Glutamin 1 % L-Glutamin 1 % L-Glutamin 1 % L-Glutamin
1 % Pen/ Strep 1 % Pen/ Strep 1 % Pen/ Strep 1 % Pen/ Strep
1 x N2 1% N2 2 % B27 2 % B27
20 ng/ml EGF 1 % FKS 30 ng/ml T3

20 ng/ml FGF2

524 Z,v8P v ¢3& ZouvP

Alle Zellen wurden an einer Rontgenrohre des Typs Titan Isovolt 160 der Firma GE Sensing &
Inspection Technologies bestrahlt. Bei einem angelegtem Strom von 19 ne&, Spannung von
90 kV und einem Abstand von 39 cm zur Strahlungsquelle ergab sich daraus esileisdasg von
0,96 Gy/min. Die Zellen wurden 32 Sekunden lang auf einer 1 mm dicken Abesblstrahlt um
eine Dosis von 500 mGy zu erreichen. Die Eichung der Dosimetrie-Messungen wamignra3igen

Abstanden durch einen PTW Weichstrahlkammer-Dosimeter gewéhrleistet.
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Die hauptexzitatorische Aminosaure im Nervensystem ist Glutdfnds bindet spezifisch an die
ionotropen Rezeptoren: NMDAR (N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor), AMEMR @¢amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptond Kainat-Rezeptt. Um eine Aktivierung des NMDA-

Rezeptors zu ermdglichen, muss die Aminosaure Glyzin ebenfalls am Rezeptof’binden

Fur die Uber Nacht Behandlung der Zellen wurden 60 pM Glutamat und 2B8lyiih im spezifischen
Differenzierungsmedium gelost und die Halfte des alten Mediums mit der g$tgafisung
ausgetauscht, um eine mdglichst schonende Behandlung der Zellen zu gewdhrleisten. Effektiv
wurden die Zellen somit 14 h lang mit 30 uM Glutamat und 10 pMirtGhehandelt. Danach wurde

das gesamte Medium abgenommen und je nach Versuchsaufbau, frisches Medium mithoder o

Agenzien wieder dazugegeben.

198 HAYASHI 1952.
199 Hollmann et al. 1989.

200 \vyKklicky et al. 2014; Karakas und Furukawa 2014.
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NMDA ist ein spezifischer Agonist fir NMDA-Rezeptoren. Effektiv wurden die Zellen mit@ep
50 uM NMDA uber Nacht (14 h) behandelt und daraufhin mit 4 % ParaformaldehydiiFiA)

5253 'op3 U SE | %S}E t v3 P}v]eS VW /( V% E} Jo

Ifenprodil wirkt als nicht-kompetitiver Antagonist, selektiv an der GIuN2B reimiecit des NMDA-
Rezeptor®. Uber Nacht wurden die Zellen mit 25 puM Ifenprodil, in Anwesenheit vopN30GIu
(Glutamat) und 10 uM Gly (Glyzin), behandelt und daraufhin mit 4 % PFA fixiert.

5254 D<0ii

Dizocilpine, haufig auch als MK-801 bezeichnet, wirkt als KanalblockanmaDA Rezeptoréf?.
Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen zuerst Gber Nacht mit 10 pM MK-8680 pMiGlu und
10 uM Gly behandelt und danach entweder direkt fixiert oder das alte Medium durethdis

Medium mit oder ohne Agenzien ersetzt.

5255 D E E}v

Merbarone éngl. 5fN-phenyl carboxamido]-2-thiobarbituric agidist ein Medikament zur

Behandlung von bosartigen TumorerEs inhibiert die katalytische Aktivitat der DNS
Topoisomerasél-beta, ohne die DNS zu beschadijéie Zellen wurden mit 10 uM Merbarone
14 h behandelt und daraufhin mit PFA fixiert.

5.2.6 %o}%oé}" (;

Fur das Apoptose Assay wurden die Zellen in IBIDI® Zellkulturware (Abb. 32) ausdgsanach
Zelltyp 10 Tage lang differenziert oder im Falle der neuronalen Stammzellen, einenoiTag v
Bestrahlung bzw. Behandlung (Glu/ Gly), ausgesat. Die Zellen wurden nach der Besifa00ung
mGy), zu den Zeitpunkten 4 h, 6 h und 8 h fixiert und das Protspase 3n seinercleavedrForm
durch Antikorperfarbung nachgewiesen, um festzustellen ob der Zelltod eingelgiteen ist®. Die
Auswertung erfolgte halbautomatisch mit einem Axio Observer Z1 Fluoreszenzmikroslkesp. (i

jeden Zeitpunkt wurden 200 Zellen ausgezéhlt.

201 Reynolds und Miller989.

202 Hyettner und Bean 1988; Wong et al. 1986.

203 Khelifa und Beck 1999; Glover et al. 1987; Drake et al. 1989..
2041 azebnik et al. 1994.
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Abbildung32: Schematische Darstellung der IBIDI® Zellkulturware p-Slide VI 0.4.

Abbildung verandert aus ibidi.com/channel-slides/sidevi-04.html.

527 Dddee C

Das MTT Assay wurde durchgefiihrt um die metabolische Aktivitat der Zellen zurhentirDie
Funktionsweise des Assays beruht auf der Reduktion des gelben Farbstoffes 3-(4,5-Dimethgkhiazo
yI)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein violettes Formadarch die Glykolyse lebendiger

Zellen.

Fur das MTT Assay wurden je 60.000 J1 Stammzellen pro well in einer Laroighb-LBsin
beschichteten 96-well Platte ausgesat und mindestens 12 h bei 37°6G &t @ inkubiert. Nach
neun bzw. zehn Differenzierungstagen wurde pro well 10 yul MTT-Reagenz (5 yghzolgegeben
und die Zellen fir 75 min. bei 37 °C und 5 % @®ubiert. Das uberschissige Medium wurde
abgenommen und die wasserunléslichen Formazankristalle, die sich am Boden degetéitiet
hatten, mit einer Isopropanol/ 0,04N HCI-Ldsung dissoziiert. Daraufhin wurde dseipbichte bei
einer Wellenldnge von 570 nm am PlattenlesegeraC(v EP C | , dModeuMicdplate Readgr
E &]Eu J}d lj PueevU A} ] Jv D eepvP ] ]Jv ®KZ AXE 0l v

diente. Fur jede Bedingung wurden je 24 wells ausgewertet.

528 VvS]I,E% E&( & puvP

Antikérperfarbungen wurden durchgefiihrt nachdem die Zellen 20 min. mit einer 4 %igen PFA-LOsung
fixiert und anschlieBend mit einer Lésung aus RB§I( phosphate buffered salipend 0,1 % Triton

X-100 permeabilisiert wurden. Bei diesem Schritt wurde Hoechst33342 1:1068seimgum den

Zellkern zu farben. AnschliefSend wurden die freien Proteinenden Uber Nacht bei 4 °C, durch eine
Losung aus PBG (0,05% Gelatine in PBS), 0,5% BSA und 5% igen Ziegenserum, geblockt
AnschlieRend wurde der jeweilige primére Antikdrper in entsprechender Konzentration (Tabelle 4), i

Antikérperpuffer (5 % Ziegenserum in PBG) geldst und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach
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dreimaligem Waschen mit PBG erfolgte anschlieRend die sekundare Antikérperfarbung bei
Raumtemperatur fir 45 min., der sekundare Antikorper wurde dabei 1:400 in Antikbrperpuffer

gel6st (Tabelle 5). Darauf folgten je zwei Waschschritte & 10 min. mit PBG und PBS.

Tabelle 4: Liste der verwendeten priméren Antikdrper

prim. Wirt  Firma Marker fiir: Konzentration
Antikorper
53BP1 P53-interacting Hase Santa-Cruz DNS- 1:1500

protein Doppelstrangbriiche
AMPA AMPA Hase Alomone AMPA Rezeptor 1:500
c-cas 3 cleaved caspase . Hase Cell Apoptose 1:500

Signaling
CD1 Cyclin D1 Maus Santa Cruz GlPhase 1:300
GABA 133 GABA beta3 Maus Thermo GABAR UE 1:100
Fisher
GFAP glial fibrillary Hase  Abcam Astrozyten 1:200
acidic protein
KI67 K167 Hase  Abcam Proliferation 1:100
MAP-2 Microtubuli- Hase Chemicon Neurone 1:200
associated

protein 2
MBP myelin basic Hase Abcam Oligodendrozyten 1:300

protein
Nestin Nestin Maus  Abcam Stammzellen 1:200
NR1 NMDAR 1 Hase Santa Cruz NMDAR UE 1:100
NR2A NMDAR 2A Hase Alomone NMDAR UE 1:200
NR2B NMDAR 2B Hase  Abcam NMDAR UE 1:250
Olig2 Oligodendrocyte Maus Merck Oligodendrozyten 1:300

transcrption

factor 2

PSD95 Postsynaptic  Hase  Abcam Synapsen 1:200
density protein 95
Synaptophysin ~ Major synaptic Maus  Abcam Synapsen 1:200
vesicle protein
p38
yH2AX Gamma-H2AX Maus Millipore DNS- 1:1000
Doppelstrangbriiche

t /// dp po betalll Tubulin Maus  Abcam Neurone 1:200
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Tabelle 5: Liste der verwendeten sekundaren Antikdrper

sek. AK Spezifitat Wirt Firma  Absorptionsmax. Emissionsmax. Konzentration

Alexa 488 Maus  Ziege Abcam 496 519 1:400
Alexa 594 Hase Esel Abcam 590 617 1:400
Alexa 488 Hase Ziege Abcam 496 519 1:400
Alexa 594 Maus  Ziege Abcam 590 617 1:400

529 DJIE}I}%]

Alle Immunfluoreszenzfarbungen wurden entweder mit dem Axio Observer Z1 Fluoreszenzmikroskop
(Zeiss) oder dem TCS SP5 Konfokalmikroskop (Leica) aufgenommen und ausgewertéthtDurchl

Mikroskopieaufnahmen wurden mit dem JuLi® FL Mikroskop der Firma Nano EnTek getatigt.

52.10 D]IE} o ISE} v EE C ~D -

Das Mikroelektrodenarray erméglichte eine extrazellulare Ableitung der Spannungsanderuirg v
vitro kultivierten Neuronen. Das in dieser Arbeit verwendete Mikroelektrodenarray des Typ
MEA2100-System stammte von der Firma Multi Channel Systems MCS Gmbidruid bis dato
neueste Entwicklung der Produktfamilie (AB).

Abbildung33: Aufbau des MEA2100-Systems der Firma Multi Channel Systems MCS GmbH.

Das MEA2100-System bestand aus zwei Hauptkomponenten, der Headstage unihteldate
Board. Die Headstage, mit verbundenem Interface ermdglichte eine direkte Verarbeitung der
aufgenommenen Daten, so verstarkte die Headstage das Signal und wandelte die analogen
Eingangssignale in digitale Daten um, wahrend Uber das Interface Board die Bandér&itieer, die
Abtastfrequenz und der Bereich der Signale eingestellt wurden (MEA2100-System Manual;

multichannelsystems.com).

Die eingesetzten MEA-Chips waren vom BOMEA20N 10iR-Ti (Abb. 34). Das bedeutet die Chips

bestanden aus50 Elektroden, wobei jede Elektrode einen Durchmesser ¥omum hatte und in
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einem Abstand vor200 pm zur benachbarten Elektrode stand. Die Kontaktflachen auf denen die
Elektroden platziert und die Spuren die von den Elektroden wegfiihrten bestaadsTitannitrit.

Diese OberflachenvergroRerung ermdéglichte eine Impedanz- Verkleinerung der Elektroden. Eine
interne Referenzelektrode ermdglichte zudem die direkte Erdung des Systems (MEA-Manual

multichannelsystems.com).

Abbildung34: MEA-Chip und -Software.

(A) Aufbau des 60MEA200/10iR-Ti Chips. Die 59 Elektroden plus é&menRelektrode besafllen einen Durchmesser von
10 um und waren hexagonal angeordnet. (B) Beispielmessung einesOMiipA von differenzierten Neuronen. Links die
gemessenen Timestamps (Spikes), rechts die aufgenommenen Wave{dmmglituden) aller Elektroden bzw. in
VergréRerung der Elektrode 36.

Um eine hydrophile Oberflache zu gewahrleisten wurden die MEA-Chips zuersugnistBfiplasma
beschichtet. Dies geschah am Plasmaofen des Typs Zepto LF der Firma Dienerc{entldthi& Co

KG, bei 0,3 mbar fur 100 s. Kurz vor der Kultivierung der Zellen erfolgte zhséizé Beschichtung

mit Laminin und Poly-D-Lysin im Verhdaltnis von 1:1. Danach wurdef0§e000 neuronale
Stammzellen in ihrem Selbsterneuerungsmedium auf je einem MEA-Chip ausgeséat. Niestens
12-stiindiger Inkubations- und Ruhezeit, wurde die Differenzierung zu Neuronenediaggehdem

die Halfte des Selbsterneuerungsmediums mit Neuronenmedium ausgetauscht wurde. Neun Tage
nach dem Start der Differenzierung wurden alle Chips zum ersten Mal am MEA-Systessge.

Dafur wurde das Medium eine halbe Stunde vor der Messung gewechselt. Eine Messung lief
100 Sekunden lang, wahrend dieser Zeit wurde der MEA-Chip kontinuierlich aufTeimgeratur

von 37 °C gehalten. Am Abend des neunten Differenzierungstages wurden die Chips in

verschiedene Behandlungsgruppen eingeteilt, Glu/ Gly + 500 mGy, 500 mGy aradlKdBlu/ Gly +
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500 mGy Chips wurden am neunten Tag mit Glutamat und Glyzin Uber Nacht behandelt, am
darauffolgenden Tag wurde das Medium ohne Agonisten gewechselt und wie unter Kapitel 5
beschrieben, bestrahlt. Chips der Behandlungsgruppen 500 mGy und Kontrolle wurzighataen

Tag das Medium gewechselt und entweder mit 500 mGy oder sham bestrahlt. Am elften und
dreizehnten Differenzierungstag wurden weitere MEA-Messungen aufgenommen. Alle Ereignisse die
eine groRere Spannung als die vierfache Standardabweichung des Rauschens aufwiesanaigurd
Timestamps (Spikes) gewertet. Ebenso wurden nur Ereignisse ausgewertet, die eine gréfRere
Amplitude als 20 pV aufwiesen. Die GroBe der Amplitude wurde durch die Bestgnaem
Waveformsermittelt (Abb.34 B).

5211 peA E3SuvP

Die Auswertung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte mit den Softwareprogrammen ufdd
GraphPad Prism Version 7. Kalkulationen und statistische Auswertungen erfolgten miP&taph

Prism und Excel. Die Auswertung der MEA Daten erfolgte mit der Software NeuroExplorer®.
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Um einen Eindruck von der Strahlungssensitivitit des Nervensystems gegenuber
Niedrigdosisstrahlung zu bekommen stellt die Komplexitat eines neuronalenvél&t die grofite
Herausforderung dar. Ein bereits etabliertes murings vitro Zellsystem, die neuronale
Stammzelllinie J1, eignet sich dabei durch seine Minimalistik besonders ginmeine Zelltypen zu
separieren und genauer zu betrachten. In vorangegangen Arbeiten konnten die neuronalen
Stammzellen erfolgreich in ein rudimentares, funktionales, neuronales Netzwerk aufgebsut au
Neuronen und Astrozyten differenziert werden (Dr. Kerstin?Raun der vorliegenden Arbeit sollte

das Differenzierungsprotokoll leicht abgeandert werden, um die Effekte von Niedragtrahlung

auf jeden einzelnen Zelltyp individuell untersuchen zu kénnen und mdgliche Ungstscim der
Strahlensensitivitdt aufzudecken. Die multipotente neuronale Stammzelllinie (NSA)rdd so in

ihre drei mdglichen Deszendenten, Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten, als einzeln

Kulturen differenziert.

Abbildung 35: Morphologische Veranderungen wéahrend des Differenzierungsgsses von neuronalen Stammzellen zu
Neuronen.

205 Kerstin Rau 2018.
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Neuronale Stammzellen (NSZ) wurden (ber einen Zeitraum von 10n Tdgech spezifische Veranderung der
Kultivierungsbedingungen zu Neuronen differenziert. Zu Difftaerungsbeginn und daraufhin alle zwei Tage, wurden

Jo €& ul]S$ u HE Zo] ZSu]lE}el}% :p>/j vP ( ES]PSX & D "8 « ol v S§SE& PS ii

In jeder neuronalen Stammzelle der J1 Zelllinie liegt das Potenzial sich irvedsehiedene

Deszendenten zu differenzieren. Durch gezielt eingesetzte Wachstumsfaktoren kdnnen die Zellen in

eine bestimmte Differenzierungsrichtung konzentriert werden, so wie in den Alpigjii85, 36 und
37 dargestellt. Die Differenzierung ist ein hochdynamischer Prozess, bei derdelién sich
morphologisch zunehmend veréndern und ebenso eine stetige Migration uwedmg stattfindet,

die letztendlich zur Bildung eines Netzwerkes ftfirtSo verdichtete sich Uber die Zeit (Tag 4) der

Zellkorper der differenzierenden Neurone und die Zellfortsdtze begannen zu expandieren und sich

mit ihrer Umgebung zu verbinden. Diese Zellfortsatze wurden zunehmend komplexdiignaher,
bis sie an Tag 10 ein flachendeckendes Netzwerk bildeten @ShbNeben den Neuronen war es

ebenso mogliche Gliakulturen aus den NSZ zu generieren.

Abbildung 36: Morphologische Verédnderungen wéhrend des Differenzierungg@sses von neuronalen Stammzellen zu
Astrozyten.

Neuronale Stammzellen wurden dber 10 Tage durch die Zugabe \ezifisthen Wachstumsfaktoren gezielt zu einer
homogenen Astrozytenkultur differenziert. Dokumentiert wurde differenzierung alle zwei Tage mit einem
Durchlichtmikroskop. Der Maf3stabsbalken betragt 50 pm.

Die Astrozyten sindin vivg fur ein funktionierendes neuronales Netzwerk ebenso essentiell wie

Neurone. Sie tragen nicht nur die Rolle der Stiitzfunktion sondern modulieren aktiv fittresomit

206 Kuijpers und Hoogenraad 2011; Marin et al. 2010; Kapitein und Hoogenraad 2015.
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die gesamte neuronale Umgebung. So nehmen sie Uiberschissiges Kalium, welches sich msbesond
bei hoher Aktivitat von Neuronen im extrazellularen Raum ansammelt, Giber demKldhnal 4.1

auf, und verhindern somit eine unkontrollierte Depolarisation von benachbarten Neuaf¢ynDoch

nicht nur Kalium muss aus dem extrazellularem Raum entfernt werden, besondezszitatorische
Neurotransmitter Glutamat kann in hohen Konzentrationen zu einer Ubererregundhitbigur
Exzitotoxizitat, in Neuronen fihréfi. Astrozyten nehmen Glutamat tber die sogenannten GLT-1 und
GLAST-Transporter auf, welche sich in unmittelbarer Nahe von Synapsen befinden. 8Qil8érdes
Synapsen freigesetzten Glutamates wird so von den Astrozyten aufgendifinizes Glutamat wird

in den Astrozyten durch die Glutaminsynthetase in Glutamin umgewandelt wieder in den
extrazellularen Raum abgegeben. Von dort aus kann das Glutamin wieder von benachbarten
Neuronen aufgenommen und durch die Glutaminase wieder in Glutamat umgewandelt wé&igsn.
geschieht sowohl in glutamatergen als auch in GABAergen Synapsen, da Glutamat aler\@@tiu
Neurotransmitters GABA dieft. Morphologisch bildeten die Astrozyten sternenférmige, groRe
Zellkorper aus, die sich zu einer wabenartigen Netzstruktur zusammenfinden3@bb.

Die multipotenten neuronalen Stammzellen waren zudem in der Lage eiteravéirt von Gliazellen
hervorzubringen, die Oligodendrozyten. Diese Gliazellen sorgen durch ihranisigeien Fortsatze

fur eine schnelle Signalweiterleitung zwischen den NeurdhewWahrend der Differenzierung
verkleinerte sich der Zellkdrper und bildete gleichzeitig eine Vielzahl anriggitien aus. Ab dem
sechsten Differenzierungstag wiesen die differenzierten Zellen mit ihren verastelteortgatifen

die typische baumartige Morphologie von Oligodendrozyten auf (Abb. 37

207 Kuffler 1967; Djukic et al. 2007; Sibille et al. 2014, Larsen et al. 2014.

208 Rothman 1984; Gillessen et al. 2002; Nakanishi 1992; Zhou und Danbolt 2014.
209 ppez-Bayghen und Ortega 2011.

210 Ywechue et al. 2012; Tani et al. 2014; Liang et al. 2006.

211 Nave 2010; Jahn et al. 2009; Aggarwal et al. 2011.
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Abbildung 37: Morphologische Veréanderungen wéahrend des Differenzierungg@sses von neuronalen Stammzellen zu
Oligodendrozyten.

Neuronale Stammzellen (NSZ) wurden Uber einen Zeitraum von 10n Tdgeeh spezifische Veranderung der
Kultivierungsbedingungen zu Oligodendrozyten differenziert. Dffferenzierungsbeginn und daraufhin alle zwei Tage,
AUE v Jo E uld8 u UE Zo] ZE3Uu]lE}el}% :pu>/; VvP ( PSSPREAKUXE D ~“«3 + ol v 3d

Nachdem die neuronalen Stammzellen erfolgreich zu Kulturen aus Neuronen, Astrozyten un
Oligodendrozyten differenziert wurden, sollte nun Uberprift werden ob diese Zellerh alle
Stammzellcharakteristika verloren hatten und stattdessen Marker adulter neuronaler Zellen
exprimierten. Typische Stammzellcharakteristika sind unter anderem, die Fahigkeit zu
symmetrischen Teilung, sowie die Expression des Intermediarfilament-Proteins,?MeMitotisch
aktive Zellen lassen sich durch die Anwesenheit des KI-67 Proteins nachweisens\ivelttie G(0)
Phase von ruhenden Zellen nicht vorhanderftistZusatzlich wurden die charakteristischen

Strukturproteine der adulten Deszendenten nachgewiesen.

212 Hockfield und McKay 1985; Lendahl et al. 1990.
213 Gerdes et al. 1984; Gerdes et al. 1991; Dowsett et al. 2011.
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Abbildung38: Deszendentenkulturen verloren Stammzellcharakter und exprimierten struktursfiszhe Proteine.

In den Neuronen wurde das charakteristische Strukturproteil Bubulin, in den Astrozyten GFAEhdl. glial fibrillary
acidic protein und in den Oligodendrozyten MBRnNn@l. myelin basic proteln durch Immunfluoreszenzfarbungen
nachgewiesen. In allen drei Deszendenten konnte weder derakteristische Stammzellmarker Nestin, noch der
Proliferationsmarker KI-67 nachgewiesen werden. Die Grol3e der MaRRstabsbalkert BBtém.

Abbildung 38 zeigt die Immunfluoreszenzfarbungen der drei Deszendenten nach 10-tagiger
Differenzierung. Bei allen konnte das fir sie mafigebende Intermediarfilament nachgewiesen
werden. Fur die Neuronen bedeutete es, dassf&ld Tubulirf'4, fur die Astrozyten, dass sie das
saure Gliafaserprotein (GFAP)nd fiur die Oligodendrozyten, dass sie MBP (englelin basic
protein) exprimierter’!®. Darlber hinaus konnte in keiner der drei Zelldifferenzierungen das
stammzelltypische Intermediarflament Nestin fluoreszenz-markiert werden, was wiederum
bedeutete, dass die Deszendenten ihren Stammzellcharakter verloren hatten. Ebenso konnte das
Proliferationsprotein KI-67 weder in der Neuronenkultur, noch in den Gliakenl nachgewiesen

werden, sodass geschlussfolgert werden konnte, dass sich alle Zellen im ptistiméo Zustand

214 Sullivan und Cleveland 1986; Lee et al. 1990; Leandro-Garcia et al. 2010.
215 Freeman 2010; Fu et al. 2009.
216 pedraza et al. 1997; Campagnoni et al. 1980; Kalwy und Smith 1994.
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befanden. Aufgrund der Expressionsmuster konnte davon ausgegangen werden, dass alle Kulturen
nach 10 Tagen Differenzierung ihren Stammzellcharakter verloren hatten und night
morphologisch, sondern auch auf Proteinebene den adulten Status erreicht hatten. Die Homogenitéat

der einzelnen Deszendenten-Kulturen wurde zusatzlich im Folgenden quantitativ Gberprift (Abb. 39).

Abbildung39: Gerichtete Differenzierung flihrte zu homogenen Deszendentenkugtur

Fur die Quantifizierung wurden die Kulturen mit den firspezifischen adulten Struktur- bzw. Transkriptionsproteinen p
Immunfluoreszenzfarbung markiert und semi-automatisch Fotos aufgenommefche Uber die Software ImageJ
ausgewertet wurden. Fur die Neurone wurde der Marker MARR)(. microtubule-associated proteir), Xir die Astrozyten
GFAPédngl. glial fibrillary acidic protejrund fiir die Oligodendrozyten Olig2 (engligodendrocyte transcription factor) 2
eingesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert mit SEM aus n= 3 unakbbéng Experimenten mit je >200 Zellen/
Kulturbedingung/ Experiment.

Die Quantifizierung der Deszedenten-Kulturen erfolgte nach 10-tagiger Differenzierung. Dabei wurd
in der Neuronenkultur das charakteristische Strukturprotein MAP2 (englrotubule-associated
protein 2?7, in der Astrozytenkultur das Intermediarflament GFAP und in der
Oligodendrozytenkultur der Transkriptionsfaktor Olig2 (englligodendrocyte transcription
factor 2?*nachgewiesen. Im Schnitt waren 91,43 % der Zellen in der Neuronenkultur MAPZ, positi
91,65 % der Zellen in der Astrozytenkultur GFAP positiv und 91,99 % der iZelider
Oligodendrozytenkultur Olig2 positiv.

Fiur die Analyse strahleninduzierter Effekte war die Zusammensetzung der Art der Neuronen von
besonderer Bedeutung. Um exzitatorische Neurone kenntlich zu machen wurden

Immunfluoreszenzfarbungen gegen die NMDAR Untereinheit NR1 und den AMPA Rezeptor

217 |zant und Mclintosh 1980; Harada et al. 2002; Kalcheva et al. 1998.
218 Zhou et al. 2000; Liu et al. 2007; Maire et al. 2010.
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angefertigf!®. Inhibitorische Neurone konnten durch di® EI] EuvP P PUE dés GABA
Rezeptors nachgewiesen werdéh Zusatzlich wurden die Proteine PSD@hg(. post synaptic
density protein 9bund Synaptophysin markiert. PSD95 wird exklusiv von Neuronen exprimiert und
befindet sich zumeist in der postsynaptischen Dichte, dort dient es als igjadartner fir NMDA-

und AMPA-Rezeptoren und spielt wiederum in der synaptischen Plastizitat eine tragenele Rol
Synaptophysin ist ein synaptisches Vesikel-Glykoprotein welches in allen Neuarkemmt die
synaptische Transmissions-Aktivitaten aufwefden

Die deutlichen Markierungen der NMDA- und AMPA-Rezeptoren lieRen darauf schliel3en, dass sich
hauptsachlich exzitatorische Neurone in der Deszendentenkultur befanden. Die beiden Proteine
PSD95 und Synaptophysin, welche essentiell fir die synaptische Signallbeytsnd, konnten
ebenfalls nachgewiesen werden (Ab#0). Die Neuronenkultur bestand aus einer Mischung aus
exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen welche im Zusammenspiel mit den $ijeien
hochstwahrscheinlich ein erregbares Netzwerk bildeten, welches auf &ufRere Signale sensitiv

reagieren konnte.

219 Cotman et al. 1988; Collingridge und Singer 1990.
220 Sjgel und Steinmann 2012.
221 Thiel 1993; Mardones et al. 2019.
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Abbildung40: Immunfluoreszenzsbestimmung der Neuronenarten in ausdifferenzierten Neemkulturen.

Markiert wurde die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (rot) demsl Strukturprotein MAP2 (griin) um exzitatorische

Neurone nachzuweisen. Die betd8- o ! Z 1 %3}Ees ~PE°ve pv - [IIDT@RUIINE et BENeisdry  t
inhibitorische Neurone aus. AMPA-Rezeptoren und das synbptRmtein PSD95 wurden in Rot markiert, als Referenz das
Neuronen charakteristische Strukturprotein MAP2 iE® v X e '0CI}% E}S Jv "CV %S} % ZQleTubulit zE« S8 ]
in Rot dargestellt. In allen Farbungen ist der Zellkern durch h$t88342 in Blau kenntlich gemacht, die
zusammengefiigten Bilder werden unter merge auf der linken Seite dargestellarbie der MalRstabe betragt 25 um.
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Nach 10 Tagen Differenzierung konnten aus der Stammzelllinie J1 erfolgreiemtmsichiedliche
Zellkulturen generiert werden. Diese Zellkulturen hatten ihren Stammzellcharakter verloren, das
bedeutet sie exprimierten weder das stammzelltypische Strukturprotein Nestin, noch waren sie
mitotisch. Die erfolgreiche Differenzierung konnte morphologisch verfolgtd wurch den
Immunfluoreszenznachweis der spezifischen Intermediarfilamente verifiziert werden. Durch die
Quantifizierung der Charakteristika der Deszendenten konnte fur alle drei Zellkulturen eine
Homogenitat von Uber 91 % ausgemacht werden, sodass nun im Folgenden neustaramzellen,

Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten unabhangig voneinander untersucht werdetekonn

5.3.2 *SJUUPVP v ¢ Z % E SUE% E}S Jve IluE D EI] EuvP A}v E~

Die folgereichsten Schaden die durch ionisierende Strahlung in der Zelle auftrateenkdsind
Doppelstrangbriiche (DSBs) in der BRIEinige Reparaturproteine der Zelle dienen hierbei seit
Jahrzehnten als zuverlassige Marker eines solchen DSBs. Wobei insbesondere die Reyanag¢urp
yH2AX (phosphoryliertes Histon H2AX) und 53B&1gl{ p53-binding protein am meisten
Verwendung findeff®. Aufgrund der lokalen Aggregation dieser Proteine in der Nahe eines DSBs
kénnen diese als Foci, fluoreszenzmarkiert, sichtbar gemacht werden. Die Strahlevis&nsiin
neuronalen Stammzellen sowie deren Deszendenten ist weitestgehend von den mdglichen
Reparaturmechanismen, sowie ihrer spezifischen Radikalpufferkapazitdt abhéngig. Im folgenden
Abschnitt sollte mittels dieser Reparaturproteine eine genauere Beurteilung der ingliddu
Strahlensensitivitat von Neuronen und Astrozyten erfolgen. Ausgewertet wurde die Aldtion

und Dissoziation der Reparaturproteinen yH2AX und 53BP1 an bzw. volersmdbhzierten DNS
DSBs.

222 Goodhead 1994.
223 Anderson et al. 2001; Sak und Stuschke 2010; Rogakou et al. 1999.
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Abbildung41: Ahnliche Reparaturverlaufe der 53BP1- und yH2AX-Proteine wahresrdfdihen Phase der DSB-Reparatur
in Neuronen und Astrozyten.

(A) Reparaturverlauf der Proteine yH2AX und 53BP1 in Neuronen, aufgetsagén durchschnittliche Anzahl von 53BP1-
yH2AXtFoci und die Anzahl ihrer Co-Lokalisationen zu den ZéitpnrD min., 15 min., 30 min. und 2 h nach 500 mGy
Bestrahlung. (B) Reprasentative Immunfluoreszenzfarbung eines Nel®msn30 min. nach Bestrahlung. Markiert sind
die Reparaturproteine yH2AX (grin) und 53BP1 (rot) und der Zellkdau).(bDer Maf3stab betrdgt 10 pm.
(C) Reparaturverlauf der Proteine yH2AX und 53BP1 in Astrozyten. Aufgastdiendurchschnittliche Anzahl von 53BP1-
yH2AX-Foci und die Anzahl ihrer Co-Lokalisationen zu dgrulden O min., 15 min., 30 min. und 2 h nach 500 mGy
Bestrahlung. (D) Reprasentative Immunfluoreszenzfarbung eines Astrozyterdem30 Minutenzeitpunkt. Markiert sind
die Reparaturproteine yH2AX (griin) und 53BP1 (rot) und der Zellkeu).((B, D) WeilRe Pfeile markieren beispielhaft die
Detektion der yH2AX- und 53BP1-Foci. Der MaR3stab betragt 10 pm. (A3G)nabhéngige Experimente mit 40 Zellen/
Kulturbedingung/ Zeitpunkt; dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM.

Direkt im Anschluss einer Bestrahlung mit 500 mGy konnten in NeuronenGedgensatz zu
Astrozyten, bereits yH2AX- und 53BP1-Proteine nachgewiesen werden 4. C). Aus der
Literatur ist bekannt, dass die ersten Zusammenlagerungen von 53BP1- bzw. yH@&ineRran
einem, durch ionisierende Strahlung ausgelésten DNS Doppelstrangbruch, erstcaadl®15
Minuten sichtbar werdeff*. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Neurone schon von Beginn

an eine gewisse Grundanzahl von DNS DSBs aufwiesen. Zum 15 MinutenkZeitpden robuste

224 Schultz et al. 2000b; Anderson et al. 2001; Rogakou et al. 1998.
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53BP1- und yH2AX-Foci erkennbar, welche sich durch die Zusammenlagermgrer

Proteinmolekiile bildeten. Die Rekrutierung der Reparaturproteine fand ihren Hohepumat 30

min. -Zeitpunkt, danach wurden sie wieder vom reparierten Bruch dissoziiert. Diese Beobachtung
stimmen mit Literaturangaben Uberein, in denen beschrieben wird, wie Uber die Aktivierung
verschiedener Signalkaskaden, die einzelnen Reparaturproteine an den DNS DSB rekrutiert
werder??®, Dabei wird yH2AX zuerst rekrutiert und 53BP1 folgt kurz danach, beide Proteine
akkumulieren aber spatestens nach 30 Minuten am Bruch. Eine Co-Lokalisation betdareR30

min. nach der Rontgenstrahlung lasst darauf schlielen, dass beide Reparaturprotdi®e D
Doppelstrangbriiche anzeigéff. Aus Abbildungdl geht hervor, dass beide Reparaturproteine,
sowohl zum 30 Minuten-Zeitpunkt als auch zu allen anderen Zeitpunktewk&lislerten. Dies
spricht nicht nur fur einen ahnlichen Rekrutierungsverlauf sondern ebenso fur einen setwhéhnl
Dissoziationsverla#f. Die Dissoziation der yH2AX und 53BP1 Proteine ist ebenso wichtigewie di
Rekrutierung, da es den Abschluss der DNS-Reparatur bezét€hnet

In den getesteten Astrozyten war der Reparaturverlauf der Proteine yH2AX und S8BP4hnlich

zu den Neuronen. Allerdings wiesen die Astrozyten zum O min. Zeitpunkt sietmbaren 53BP1-
oder yH2AX-Foci auf. Erst 15 Minuten nach Bestrahlung wurden die ersten Ftmarsibis zum

30 Minuten Zeitpunkt erreichten sie ihr Maximum um dann wieder abgebaut zu werden (2 h
Zeitpunkt). Die Co-Lokalisation beider Proteine war zu jedem Uberpriften Zeitpnomkinden, nur

zum 2 h Zeitpunkt stellte sich eine leichte Diskrepanz ein (AbILC).Aus diesen Daten liel3 sich
ebenfalls schlieRen, dass sowohl der anti-yH2AX- als auch der anti-53BP1-Markdgszig DNS
Doppelstrangbriiche aufzeigten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde des Weiterene lRepdiratur

von DNS Doppelstrangbriichen zu untersuchen, das Reparaturprotein 53BP1 ausgewahlt.

533 s EPo0 ] Z &E-ZE% @E SpEA Eo p( E v uE}v o v *$ uul oo v p
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Das Reparaturprotein 53BP1 besticht nicht nur durch seine Eigenschaft nur einen FoDINSpDISB
auszubilde®®. Es wird zudem direkt an die Bruchenden der DNS rekrutiert, dort schiitzt es die
freiliegenden DNS-Enden vor der Resektion der homologen Rekombinations-Repasafunerie.
Dadurch tragt das Reparaturprotein entscheidend dazu bei, den Reparaturweg der nichbgemol

Endverknupfung (NHEdngl. non-homologous end joinifigiber der homologen Rekombination zu

225 Sak und Stuschke 2010; Bekker-Jensen et al. 2005.

226 \Ward et al. 2003; Schultz et al. 2000b; Bekker-Jensen et al. 2005; Sak und Stuschke 2010.
227\Ward et al. 2003; Kao et al. 2003; Chronis und Rogakou 2007.

228 Schultz et al. 2000a.

229 Anderson et al. 2001.
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favorisierer®. Dies ist besonders wichtig, wenn die Reparaturkinetik von neuronalen Stammzellen
mit der von Neuronen und Gliazellen verglichen werden soll. Im GegensatiereiNeuronen,
Astrozyten und Oligodendrozyten befinden sich die neuronale Stammzellen nochititischen
Zustand und sind somit im Stande, im Gegensatz zu den Deszendenten, DNS DSBs entweider tber
homologe Rekombination oder tber die nicht-homologe Endverknipfungmarierert*. Um nun

auch die Kinetik der Stammzellen mit den anderen Zellen ins Verhaltnis zu setesmymstrlasslich,

den Weg der homologen Rekombination gré3tmoglich auszuschlieRen. Dasristinen mit der
Wahl des Reparaturproteins und zum anderen mit der Markierung der Zellzyklusphase wansgtzb
wurden nur Stammzellen ausgewertet die das Protein Cyclin D1 exprimierten. C¥clst 8in
Protein, welches wahrend der G1 Phase des Zellzyklus stark hochreguliertderdSisPhase schnell
wieder abgebaut wird. Durch diese Eigenschaften kann es als Marker fiir Zellen, die sich gerade in der
G1 Phase, befinden verwendet werd&n

Die Deszendenten- und Stammzellkulturen wurden mit einer Dosisleistung von 500 mGy
ionisierender Strahlung bestrahlt und die Anzahl der 53BP1-Foci nachn302rh, 4 h und 6 h
bestimmt. Eine sham Bestrahlung (=Kontrolle) wurde gewahrleistet durch eine @ickeBleiplatte

die zwischen Strahlenquelle und Zellkulturware platziert wurde (s. Kapitel 5.2.4). Dandtrohr
Bestrahlung erzeugte DSBs in die Auswertung eingingen, wurde die Anzahl, den inetzndelten
Kontrollen auftretenden Foci, welche beispielsweise durch den Zellmetabolismus erzeugt vedsden,

natirlicher Hintergrund abgezogé#

230 Bunting et al. 2010; Bugreev und Mazin 2004; Bouwman et al. 2010.

231 Branzei und Foiani 2008; Featherstone und Jackson 1999.

232 gchafer 1998; Stacey 2003.

233Valko et al. 2007; Kovacic et al. 2005; Ridnour et al. 2004; Valko et al. 2001.
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Abbildung42: Neurone zeigten Defizite in der spaten Phase der DNS DSB-Reparatur.

(A) Die Kulturen wurden mit 500 mGy bestrahlt und zu den Zeftigen 30 min., 2 h, 4 h und 6 h nach Bestrahlung fixiert.
Zu jeder Probe wurde eine Kontrolle mitgefiihrt. Aufgetragerdést bereinigte Mittelwert (ohne Hintergrund-Foci) aus je
40 Zellen zu n Versuchen je Zeitpunkt und Zelltyp: Neurone [30nmif, 2 hn=7,4 h =3, 6 h n=3], NSZ CD1+ [30 min. n=
5,2 hn=5,4h =4, 6 hn=3], Oligodendrozyten [30 min. n= 4, 2 Wr¥33, 6 h n=3], Astrozyten [30 min. n=6, 2 h #= 5,

h =4, 6 h n=4]. (B - E) Relative Foci Anzahl, nach Normiaufimign 30 min.-Zeitpunkt. Eingezeichnet ist der Zeitpunkt zu
dem die Halfte aller strahleninduzierter Foci repariert wurd&mgnifikanzen wurden ausgerechnet mit dem Statistiktest:
Kruskal-Wallis, p>0,1234 (ns), p< 0,0332 (*), p< 0,0021(**), p< 0,0002 (*@&,QDO1 (****). Teile der Datensdtze
wurden angefertigt von Frau Nina Trautwein im Rahmen ihrer Bachelorthesis.

Aus Abbildungt2 A geht hervor, dass sowohl die Anzahl der strahleninduzierten DNS DSBs als auch
die Reparatur dieser Briche in den Zellkulturen individuelle Unterschiede aufwiesen. Bis zu 3
Minuten bendétigten die Zellen um das Reparaturprotein 53BP1 zu allen strahleiénin
Doppelstrangbriichen zu rekrutieren. Der 30 min.-Zeitpunkt zeigte somitndieimale Anzahl an
strahleninduzierten DNS DSBs nach 500 mGy Réntgenbestrahlung an. Interessanteigteisesizh

schon bei der Anzahl an strahleninduzierten DNS DSBs individuelle UntersohiesheZellkulturen.

So war die Anzahl der DNS DSBs in den Neuronen-, OligodendrozyterStammzellkulturen
signifikant hoher als in der Astrozytenkultur [nicht in Ald2 A dargestellt, p3,0001 (****):
Astrozyten= 4,1+0,2 Foci/ Zelle, Neurone= 7,3+0,2 Foci/ Zelle, Oligodgteh= 6,1+0,3 Foci/ Zelle,
NSzZ= 7,3+0,2 Foci/ Zelle]. Die signifikant geringere Anzahl an strahlesitetuzDSBs in den

Astrozyten hing mit ihrem effizienten Radikalpuffersystem zusammen, welches siérevan
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Radikalen die mit Molekilen des DNS Stranges reagieren konnten, $¢hiitses Puffersystem
stitzt sich hauptsachlich auf das Tripeptid Glutathion (GS3igl. y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine

Das Besondere am GSH-Monomer ist, dass es direkt mit einer radikalen Sfspmeztes (ROS)
reagieren kann. Bei dieser Reaktion, katalysiert durch die Glutathion-Peroxidase, Uibdasd@SH-
Monomer ein Elektron an die reaktive Sauerstoffspezies und macht sie dadurch unschzakictun
oxidierte GSH bildet mit einem zweiten oxidierten Monomer, unter Adshd einer Disulfidbriicke,

ein Dimer, das GSSG (Glutathiondisulfid). Das entstandene Dimer kann durch die enhgmatis
Reaktion der Glutathion-Reduktase, durch Verbrauch eines Reduktionsaquivalent (NADRRéetEr

zu zwei GSH Monomeren, reduziert werd@nAstrozyten besitzen nicht nur einen héheren GSH-
Level als z.B. die Neurone, das gesamte Glutathion-System ist effizienter. Dadudn we
zellschadigende ROS schneller beséifigt

Doch nicht nur die Anzahl induzierter DNS DSBs unterlag individuellemsthieden, auch die
Reparatur der DSBs verlief in den Zellkulturen nicht einheitlich. Obwohl in beiden Kuttieren
gleiche Anzahl an DSBs induziert wurde (30 min.-dektp Neurone= 7,3+0,2 Foci/ Zelle,
NSZ=7,3+0,2 Foci/ Zelle) wiesen die Neuronen im weiteren Verlauf der DSBtRegignifikante
Defizite auf. So konnte im direkten Vergleich zwischen Neuronen und neuronalem&tHien zum
jedem Zeitpunkt wéhrend der DSB-Reparatur ein signifikanter Unterschied in der Anzahl
verbleibender DNS DSBs festgestellt werden [2 h: Neurone= 4,8+0,1 Fogi/N&Ae4+0,2 Foci/
Zelle, p< 0,0021(**), 4 h: Neurone= 3,7+0,1 Foci/ Zelle, NSZ= 2R, Zelle, 30,0001 (****), 6

h: Neurone= 2,4+0,1 Foci/ Zelle, NSZ= 0,8+0,1 Foci/ Z&dx0@01 (****)] (Abb.42 A). Um zu
Uberprifen ob die Reparatur der DNS DSBs in den Neuronen im Vergleich zu denefliazell
(Astrozyten und Oligodendrozyten) ebenfalls verlangsamt war, wurde die Anzahl der BE&RL

den Zeitpunkten 2 h, 4 h und 6 h auf die maximale Anzahl an 53BPZeiridn Foci (zum 30 min.-
Zeitpunkt) normiert (Abb.42 B-E). Die Normierung ergab, dass sowohl die Gliazellen als auch die
neuronalen Stammzellen die Hélfte der strahleninduzierten DNS DSBs innerhalb von ca. ziesi Stun
reparieren konnten (Astrozyten= 1 h 46 min., Oligodendrozyten= 1rhib5 NSZ= 2 h 24 min.). Die
Neurone hingegen bendtigten das Doppelte der Zeit (4 h 2 min.) um dikte Hder
strahleninduzierten DNS DSBs zu reparieren. Die stark verzdgerte Reparatur fihrte dazu, dass die
Neurone zum 6 h-Zeitmkt im Mittel das Dreifache an 53BP1-Foci aufwiesen als die NSZ, das 3,5

fache als die Oligodendrozyten und im Vergleich zu den Astrozyten wiessogsiell mal so viele

234Dringen und Hamprecht 1997; Dringen et al. 1998.
235 Cooper und Kristal 1997; Meister und Anderson 1983.
236 Dringen 2000; Dringen et al. 1999; Desagher et al. 1996; Dringen et al. 1998.
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Foci auf [Neurone= 2,4+0,1 Foci/ Zelle, NSZ= 0,8£0,1 Foci/ Z&|80p1 (****), Oligodendrozyten=
0,7+0,1 Foci/ Zelle, @,0001 (****), Astrozyten= 0,2+0,1 Foci/ Zelle@0001 (****)].

Im Folgenden sollte analysiert werden, ob die hohe 53BP1-Foci Anzahl der Neworalen
Reparaturzeitpunkten tatsachlich auf eine verlangsamte Reparatur von DNS DSBs zurlickzufuhren
war, oder ob die Gliat und Stammzellen so strahlensensitiv waren, dass sie anstatt
Reparaturmechanismen, den programmierten Zelltod einleiteten. Um zu Uberprifen ob die Zell
Apoptose einleiteten, wurde ein ¢ Caspase-3 Assay durchgefiihrt. Caspase-3 istotasePund
gehort zu der Familie der Effektor-Caspasen die wahrend der Apoptose entscheidend sinelit Aktivi
wird die Caspase indem sie durch die Apoptose-initiator Caspase-8 gespatiezur cleaved
Caspase-3 (c Caspa®@¥. Ein Hohepunkt des programmierten Zelltodes wird nach
Rontgenbestrahlung haufig zwischen 4 und 6 Stunden beob&éhtete Markierung der aktivierten
Caspase-3 Proteine, als Nachweis der eingeleiteten Apoptose, erfolgte 4hhyrél 8 h nach

Bestrahlung in den neuronalen Stammzellen und Gliazellen é8pb.

Abbildung43: Keine erhdhte Apoptose in den neuronalen Stamm- und Gliazellerhrz@0 mGy Bestrahlung.

Zellen wurden mit 500 mGy Réntgenstrahlung (A) oder abgeschBinbéstrahlt. Die Abschirmung der Kontrollzellen
erfolgte wie unter Kapitel 5.2.4 beschrieben mit Bleh,4 h und 8 h nach Bestrahlung wurden die Zellen fixiert el
aktivierte Apoptoseprotein Caspase-3 nachgewiesen. Fir jeden DatensaiZeltyp wurden > 600 Zellen pro Versuch
(n=3) ausgewertet. Aufgetragen ist der Mittelwert mit SEM. Es konrkeme Signifikanzen midem Tukey-
Mehrfachvergleichstest festgestellt werden; p> 0,1234 (ns).

In keiner der Zelltypen konnte eine signifikant erh6hte Apoptoserate nach 500BeSlyahlung
festgestellt werden (Abb43 A). In den ersten sechs Stunden stieg der Prozentsatz der cleaved
Caspase-3 positiven Zellen nach Bestrahlung nicht Gber 2,8 % (4 h: NSZ= 1,1+0,4 %, Astrds, 1,3+£0,6
Oligo.=1,1+0,2 %, 6 h: NSZ= 0,31£0,3 %, Astro.= 0,7£0,2 %, Oligfh2%)3 Dies entsprach in etwa
dem Prozentsatz der Kontrollfraktion (4 h: NSZ= 0,7+0,3 %, Astro.= 0,7f0j@d%; 1,3+0,4 %, 6 h:

237 Mcllwain et al. 2013; Nicholson et al. 1995; Fernandes-Alnemri et al. 1994.

238 |_oree et al. 2006; Watanabe et al. 2006; Chi et al. 2017; Weber und Barbaro 2006; Jani et al. 2016.
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NSZ= 0,4+0,4 %, Astro.= 0,1+£0,1 %, Oligo.= 1,3+0,2 %)4@ABb.:Auch nach 8 h erhéhte sich die

Apoptoserate nach Bestrahlung nicht signifikant in den Glia- und Stammzelle6(08 mGy: NSZ=
2,8+£1,5 %, Astro.=1,7+1,0 %, Oligo.= 1,8+£0,6 %, 8 h Kontrolle: NSZ= Q,p2M21234 (ns), Astro.=
0,8%0 %, p> 0,1234 (ns), Oligo.= 0,6£0,2 %, p> 0,1234 (ns)]. Insgesamnlachgewiesen werden,

dass die Glia- und Stammzellen keine Apoptose nach 500 mGy Réntgenbestratikiteteri. Dies
erhartete die Hypothese, dass die Neuronen eine verlangsamte Reparatur aufwiesen im Vergleich zu

Astrozyten, Oligodendrozyten und neuronalen Stammzellen.
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Die unter Kapitel 5.2.8 angefertigten Immunfluoreszenzfarbungen der Neuronenkultureterzeig
dass diese aus einer Mischung aus exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen bestoden!
Untereinheiten des NMDA- sowie des GABA-Rezeptors konnten nachgewiesen werden. Besonders
stark war die Prasenz der NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors ebenso wie des AMPérRezept
und dem dazugehorigen Bindeprotein PSD95, welches die Anzahl der ReWefytoren in der
glutamatergen exzitatorischen Synapse kontrolliert und somit die Signaltransdukticstarken
kanr?*®, Diese Beobachtungen lieRen die Vermutung aufkommen, dass das SignalmolekilaGlu
welches als hauptexzitatorischer Neurotransmitter im 2Nfsir das neuronale Zelliiberleben eine
entscheidende Rolle spiéit, ebenso Einfluss auf die Reparatur von strahleninduzierten DNS
Doppelstrangbriichen haben kénrité

Glutamat kommt im zentralen Nervensystem in unterschiedlichen Konzentrationen vowidte
Signalaktivierungen ist eine kurze erhfhte Konzentration des Neurotransmitters unehagsiilang
anhaltende, hohe extrazellulare Konzentrationen fihren hingegen zu schwerwiegenden zellularen
Schaden, die unter dem Begriff Exzitotoxizitat zusammengefasst wétderzitotoxizitat beschreibt

den Vorgang der Uberaktivierung von neuronalen Glutamatrezeptoren, in Folge dessesx@gem
erhohte intrazellulare Calciumkonzentration zur Einleitung der Apoptose?ffinAufgrund dessen

ist die Zirkulation von Glutamat im intra- und extrazellularen Bereich préaiggiert. Glutamat wird

aktiv, durch die Proteinfamilie der exzitatorischen Aminosauren-Transporter (Eéuglsexcitatory
amino acid transportels aus dem synaptischen Spalt gegen seinen Konzentrationsgradienten ins

Zytosol transportiert. Hauptséchlich werden diese von Astrozyten exprimiert, teilwerde \aan

239 Chen et al. 2000.

240 Hertz 2006.

241 Jansson und Akerman 2014; Akaike 1994; Erecinska 1990; Brazel et al. 2005.
242Yang et al. 2011.

243 Hardingham et al. 2002; Vanhoutte und Bading 2003; Xu et al. 2009.

244 Churn et al. 1993; Choi et al. 1987; Akaike 1994; Olney 1982.
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GABAergen Neuronen. Haufig sind die EAATs in kritischen Positionen nahe taomatghgen

Synapsen lokalisiert um eine Glutamatiberflutung zu verhind@rnin Astrozyten bzw.
Oligodendrozyten wird das aufgenommene Glutamat in Abhangigkeit von ATP dascEnzym
Glutamin-Synthetase in Glutamin konvertiert. Sowohl Gliazellen als auch Neuronemhé&aliitamin-
Transporter. Im sogenannten Glutamin-Zirkel wird das gebildete Glutamin aus den I&liazel
transportiert und aus dem extrazellularem Raum von Neuronen wieder aufgenommen tm do
wieder in Glutamat umgewandelt zu werden. Neurone haben somit zwei Moglichk8itgamat zu
produzieren, entweder Uber den Recyclingweg durch die Glutamin-Konvertierugrgdodch den
eigenen Metabolismus, in welchem Glukose und Derivate von AminosaurerGlaiamat
umgewandelt werdeff®,

Im Zellsystem dieser Arbeit wurde den Neuronen ein Weg der Glutamatproduktion gegronda in

der Neuronenkultur weder Astrozyten noch Oligodendrozyten vorhanden waren, konnte kein
Glutamin-Zirkel entstehen. Die Neurone waren abhangig von der Glukose und deosAuoren im
Medium und der zusatzlichen Gabe von Glutamat. Damit wurde ein System geschaffaktidas
modifiziert werden konnte Ein spezifisch gesetzter Glutamatimpuls sollterirfNé&uronen tber die
Aktivierung ihrer ionotropen Glutamatrezeptoren eine Signalkaskade ausldsen, ohne dasstérstrozy
die Moglichkeit hatten das zusatzliche Glutamat zuvor aus dem synaptischen Spalt zu transportieren.
Im Folgenden sollte nun analysiert werden, ob die Aktivierung der Glutamatrezeptoren in den
Neuronenkulturen einen positiven Einfluss auf die Reparatur von strahleninduziertedBBIS zur
Folge hate.

Der gesetzte Glutamatimpuls beinhaltete die Behandlung der Neuronenkultur miM3Glutamat

und 10 uM Glyzin Uber Nacht. Die Zugabe von Glyzin war unerlasslich um-R&#ptoren zu
aktivieren und damit den loneneinstrom (Calcium, Natrium, Kalium) in die Zielermoglichett’.
Calcium dient als essentielles Signalmolekil zur Aktivierung verschiedenster Signalkdskden
Konzentration von 30 uM Glutamat ist in der Literatur als moderat beschriebdnsallte in den
Neuronen nicht zur Exzitotoxizitat fuhréh Da allerdings der Glutamatimpuls Uber einen langen
Zeitraum gesetzt wurde, musste im Vorfeld eine Zunahme der Apoptoserate loeaveiminderung

des Zellmetabolismus, durch die Glutamatbehandlung ausgeschlossen werden. Umudies z

gewadhrleisten wurde ein Apoptose- und ein MTT-Assay durchgefuhrt 4Alz%.B.

245 O'Shea 2002; Zheng et al. 2008.

246 Erecinska 1990.

247 \Watkins und Evans 1981; Johnson und Ascher 1987.
248 Berridge 2017; Krebs 2007.

249\Woo et al. 2012; Zhang et al. 2019.
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Abbildung44 A zeigt keine signifikante Erhdhung des aktivierten ¢ Caspase-3 Proteinshdode6

8 h nach einer Bestrahlung mit 500 mGy in den Neuronenkulturen [4 h:n88¢= 1,9+0,3 %,
Kontrolle= 2,2+1,1 %, p> 0,1234 (ns), 6 h: 500 mGy= 1,50,1#%6|lKe 0,9+0,5 %, p> 0,1234 (ns),

8 h: 500 mGy= 1,7+0,1 %, Kontrolle= 1,6+0,3 %, p> 0,1234 Anos)]diesem Grund ist davon
auszugehen, dass eine Bestrahlung mit einer Dosis von 500 mGy zu keinem Amsdipgpdoserate
fihrte. Auch eine kombinierte Uber Nacht-Behandlung mit Glutamat und anschlieRend
Rontgenbestrahlung (500 mGy) zeigte keine Erhéhung der Apoptoserate [4 +:5@0u mGy=
0,8+0,2, p> 0,1234 (ns), 6 h: Glu+ 500 mGy= 0,8+0,1, p40i23 8 h: Glu+ 500 mGy= 2,4+0,5,
p> 0,1234 (ns)]. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die gewéhlte Behanadung kei
Exzitotoxizitat ausloste. Der Zellmetabolismus wurde Uber die Fahigkeit der Kultugetidichen
Farbstoff MTT in blau-violettes Formazan umzuwandeln, Uberprift. Dabei konntame ke
behandlungsabhangigen Unterschiede in der Zellvitalitat festgestellt werdenng&@= 0,98+0,05,

Glu UN/ 500 mGy= 0,96+0,04, Glu UN= 1+0,05) @bB).

Nachdem ausgeschlossen werden konnte, dass Glutamat- und/oder Rdntgenstrahiukgpptose

oder einer Verminderung des Zellmetabolismus in den Neuronenkulturen fllsd#te das
Reparaturverhalten analysiert werden. Dazu wurden verschiedene Behandlungsstrategien gewabhit.
Die erste Strategie beinhaltete genau einen Glutamatimpuls Uber Nacht mit anschlieRender
Rontgenbestrahlung von 500 mGy. Die zweite Strategie bestand aus einemnz@hkitamatimpuls,
welcher direkt auf den ersten folgte und sowohl die 500 mGy Réntgenbestrahdilmguch die
Reparatur der strahleninduzierten DNS DSBs Uberdauerte {AlD.
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Abbildung44: Glutamat steigerte die Reparatureffizienz von strahleninduzierten Doppelstianiighen in Neuronen.
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(A) Apoptose-Assay der reinen Neuronenkultur nach Behandlun@lmi Gly und 500 mGy Bestrahlung, nur Bestrahlung
und keiner Behandlung, aber mit Bleiabdeckung bestrahlt (Konird#eo Datensatz und Versuch (n= 3) wurden > 600
Zellen ausgewertet. Es konnten keine signifikanten Untersehiedischen den Bedingungen mit dem Tukey-
Mehrfachvergleichstest festgestellt werden, p> 0,1234 (ns). (B) M3ayAker Neuronenkultur nach Behandlung mit Glu/
Gly UN und Bestrahlung, nur Bestrahlung bzw. nur Glu-Behandindgkeiner Behandlung, aber mit Bleiabdeckung
bestrahlt (Kontrolle). MTT-Reagenz wurde kurz nach Bestrahlunggeigeben (Kontrolle n= 5, Glu (N n= 3, Glu N/ 500
mGy n= 4, 500 mGy n= 4). Es konnten keine Signifikanzen nachratichfroben t-Test ermittelt werden; p> 0,1234 (ns).
(C) Experimentierschema und Reparaturkinediédr 53BP1-Foci in Neuronen nach einer Uber Nacht Behandlung mit
Glutamat und anschlieRender Bestrahlung ohne weiteren GlutamatenfiuiGrin), mit weiteren Glutamatimpuls (in Blau)
oder ohne jegliche Glutamatbehandlung (in Rot). Fixiert ume Anzahl der 53BP1-Foci wurden ermittelt zu den
Zeitpunkten 30 min., 2 h, 4 h und 6 h. (D) Experimentierschema ardu¥ der Reparatur der glutamatinduzierten Foci.
Neurone wurden tber Nacht mit Glutamat behandelt und zu den Zekmn 10 min., 0,5 h und 2 h fixiert und die Anzahl
der 53BP1-Foci bestimmt. (E) Ausgezahlte 53BP1-Foci nach der Bebaddr Neurone mit den Glutamatrezeptor-
Agonisten NMDA und Glutamat bzw. mit den NMDAR-Antagonisten MK&DIfenprodil, sowie mit dem Top2B Inhibitor
Merbarone. (F) Experimentierschema und ausgezahlte Foci in darofen die N mit Glutamat und MK801, sowie nach
Bestrahlung mit 500 mGy mit beiden Agenzien behandelt wurdenFjEAusgewertet wurden pro Datensatz60 Zellen in
mind. drei voneinander unabhangigen Experimenten. Aufgetragedeis normierte Mittelwert und SEM. Signifikanzen
wurden durch den Kruskal-Wallis-Test ermittelt; p< 0,0021(*@ @001 (****).

Erstaunlicherweise fiihrten die Glutamat-Behandlungsstrategien zu kontraren Ergebnissen. Wéahrend
ein einmaliger Glutamatimpuls (Gber Nacht) zu einer signifikant verbesserten Reparatur der
strahleninduzierten DNS DSBs fiihrte, stieg die Anzahl der 53BP1-Foci erheblickn in d
Neuronenkulturen die permanent mit Glutamat behandelt wurden (ABY.C). So wiesen die
einmalig mit Glutamat behandelten Neuronenkulturen zu jedem Zeitpunkt der Istradduzierten
DSB-Reparatur signifikant weniger 53BP1-Foci auf, als die nicht mit Glutamatdéldan
Neuronenkultur [2 h: 500 mGy= 4,8+0,1 Foci/ Zelle, Glu+ 500 mGy= 3,5t0Z:lkn pG0,0001
(****), 4 h: 500mGy= 3,7+0,1 Foci/ Zelle, Glu+ 500 mGy=1,3+0,1 Foci/Zell@Qd1 (****)]. Sodass
zum 6 h-Zeitpunkt die glutamatbehandelten Neuronen nur noch 0,8+0,1 Fodgi® aufwiesen,
wahrend es bei den unbehandelten, nur bestrahlten, dreimal so viele waren [2,4+0,Z&lbei pG
0,0001 (****)]. Die permanent mit Glutamat behandelten Neurone zeigtenghgen zu jedem
Zeitpunkt eine zusatzliche Erhéhung der 53BP1-Foci [30 min.: 500 m&y&;2 Foci/ Zelle, Glu
perm.+ 500 mGy= 8,3%0,2 Foci/ Zelle, 2 h.: 500 mGy= s.0., Glu pernm&§606,4+0,2 Foci/ Zelle,

p G0,0001 (****), 4 h: 500 mGy= s.0., Glu perm.+ 500 mGy= £9&6¢i/ Zelle, p< 0,0021(**),6:

500 mGy= s.0., Glu perm.+ 500 mGy= 3,2+0,1 Foci/ Zelle].

Die Ergebnisse deuteten an, dass Glutamat selbst in der Lage war, Signalkaskademerenatie
wiederum DNS DSBs in Neuronen bildeten. Um diese Hypothese zu uberprifen wieden d
Neuronenkulturen Gber Nacht mit Glutamat behandelt, der Glutamatimpuls durch dabs¥la des
Mediums abgestoppt und die Zellen ohne Bestrahlung nach 10 min. bzwin3@nd 2 h fixiert
(Abb.44 D). Glutamat bewirkte die Induktion von 53BP1-Foci in Neuronen (10 mjg+0,1
Foci/ Zelle). Diese induzierten Foci wurden schnell, innerhalb von 30 Miniaeh vollstandig
repariert (0,4+0,1 Foci/ Zelle). Die Behandlung mit Glutamat fihrte somit eitgerseibst zur

Induktion von DNS DSBs und gleichzeitig ermdglichte es einidiksigh effizientere Reparatur
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strahleninduzierter DNS DSBs in Neuronen. Die Ergebnisse bestarkten die Hypdélsesglutamat
einen positiven Effekt auf die Reparatur strahleninduzierter DNS DSBs in Neuronen hatte.

Um herauszufinden Uber welchen Signalweg die Aktivierung von Glutamatrezepterémddktion

von DNS DSBs erzeugt, wurden Experimente mit spezifischen Agonisten und Antagonisten des
glutamatergen Systems durchgefuhrt. Differenzierte Neuronenkulturen die Uber Nacht mit
Glutamatagonisten, wie Glutamat/ Glyzin oder NMDA/ Glyzin behandelt wurden, wiegsen ei
signifikant erhdhte Induktion an 53BP1-Foci auf (A##.E). Durch die Steigerung der NMDA
Konzentration konnte sogar eine dosisabhéngige Foci Induktion beobachtéermvé30 uM NMDA/

10 pM Glyzin= 1,3+0,1 Foci/ Zelle, 50 uM NMDA/ 10 uM Glyzii=£0a,D Foci/Zelle). Die Behandlung
der Neuronen mit MK801 (+Glu/ Gly) uber Nacht hingegen, zeigte keine SteigerubgBi&t-Foci
[Kontrolle= 0,4+0,05 Foci/Zelle, 10 pM MK801(+Glu/ Gly)= 0,5x0,6i7 Zelle]. MK801 ist ein
spezifischer, nicht-kompetitiver Antagonist des NMDA-Rezeptors, der durch seine Bimdung
inneren der Kanalpore den Einstrom von lonen ins Zellinnere verhfiténteressanterweise wurde

die Induktion von 53BP1-Foci auch durch den Einsatz von Ifenprodilemhi25 pum Ifenprodil
(+Glu/Gly)= 0,4+0,06 Foci/ Zelle]. Ifenprodil wirkt als nicht-kompetitivaagbmist von NMDA-
Rezeptoren, die die spezielle Untereinheit NR2B aufwéisdbass die Induktion der DNS DSBS, trotz
Behandlung mit Glutamat, durch den Einsatz des Topoisomerase Il-beta (TopBB)+khi
Merbarone®? inhibiert werden konnte, zeigte einen Zusammenhang zwischen glutamatergen System
und Top2B (10 uM Merbarone (+Glu/ Gly)= 0,3+0,05 Foci/ Zelle). Das Eoa¥B soll die Induktion
von DNS DSBs in spezifischen Promotorregionen von so genammtediate-early geneslEGs
mediieren und damit ihre Transkription ermoglicieh IEGs sind entscheidend fiir die neuronale
Funktionalitat®*.

Um zu Uberprifen, ob die NMDA-Rezeptoren aus dem glutamatergen System vantiobwfir die
effizientere Reparatur von strahleninduzierten DN&BDwaren, wurden die Neuronenkulturen tber
Nacht mit MK801 und Glutamat/Glyzin behandelt. Bei Anwesenheit von MK&®ite die vorher
beobachtete effizientere Reparatur strahlungsinduzierter Schaden nach Glutamat-/Glyzinhetgandl
aufgehoben werden [10 um MK801 (+Glu/Gly): 2 h=5,6+0,2 Foci/ Zbke3#+0,2 Foci/ Zelle, 6 h=
1,7+0,1 Foci/ Zelle] (Abl4 F). Die Experimente weisen auf einen direkten Zusammenhang von
NMDA-Rezeptor Aktivierung und verbessertem Reparaturverhalten nach Réntgenbestraliung hi

Zusétzlich konnte mit dem Einsatz von Ifenprodil gezeigt werden, dass vermutligpesieller

250 Huettner und Bean 1988; Wong et al. 1986; Williams 1993; Anis et al. 1990.
2511 egendre und Westbrook 1991; Williams 1993.

252 Khelifa und Beck 1999.

253 Madabhushi et al. 2015.

254\Wang et al. 2014; Yoshimura et al. 2003.
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NMDA-Rezeptor fur die Aktivierung der Top2B verantwortlich ist. Im Folgenderden
Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt um die Expression der Untereinheiten der NMDA-
Rezeptoren zu untersuchen. Aus Abbildufty geht hervor, dass Neurone die essentielle NR1-
Untereinheit (UE), welche ndtig ist um einen funktionalen NMDA-Rezeptor 2npidwie die UE
NR2A und NR2B exprimierten.

Die Immunfluoreszenzfarbungen der NMDAR-Untereinheiten in den neuronalen Stdemmae$
Abbildung45 deckten sich mit den Beobachtungen aus der Literatur. So exprimierten die Nachfolger
der embryonalen Stammzellen, besonders stark die NR2A-und kaum die INlR2Bahrend die
reifen Neurone beide NR2-Untereinheiten relativ ausgeglichen exprimierten. Austel@turi geht
hervor, dass auch Gliazellen NMDAR Untereinheiten exprimieren, wobei besonders nytastidie
Tri-Heteromere (GIuN1+ GIuN2+ GIuN3) Konfiguration Uberreprasentiert setff. s konnte
reprasentativ fur die Gliazellen in den Astrozyten die NR1, sowie NR2A-UE nachgewietsm we

NMDA-Rezeptoren mit einer NR2B-UE konnten hingegen nicht nachgewiesen werdefbfAbb.

255 Palygin et al. 2011; Palygin et al. 2010; Alsaad et al. 2019; Saab et al. 2016.
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Abbildung 45: Immunfluoreszenzmarkierung der NMDA-Untereinheiten NR1, NR2A WWR2B in NSZ, Neuronen und
Astrozyten.
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Markiert wurde, fur die Funktion essentielle Untereinheit, NRINeuronen (rot), NSZ (rot) und Astrozyten (griin). Sowie
die Untereinheiten NR2A, in Neuronen (rot), NSZ (rot) Asdlozyten (griin), und NR2B in allen Zelltypen (rot). Zusatzlich
wurde das jeweils charakteristische Intermediarfilament markiert, fir NeemoMAP2 (griin) NSZ Nestin (griin) und
Astrozyten GFAP (rot und griin). Die Zellkerne der NSZ und Des#amdluoreszieren aufgrund der Farbung mit
Hoechst33342 in Blau. Die Grof3e der Maf3stabe betragt 25 um.

Die Fluoreszenzfarbungen der Glia- und Stammzellen zeigten, dass sie NMDAfBezepto
exprimierten, allerdings nicht in der Vielfalt wie es bei den Neuronen der Fall wareSenwiur die
Neurone eine deutliche Expression der NR2B-Untereinheit auf @&pbEs sollte Gberprift werden,

ob die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren mit der UE NR2B verantwortlichfgindie Einleitung

einer Signalkaskade, bei welcher DNS DSBs induziert werden, die wiederum hilfreidie flr
Reparatur von Strahlenschaden sind. Daflr wurde in Glia- und Stammzellen ebenfalls ein

Glutamatimpuls Uber Nacht gesetzt und die Zellen daraufhin mit 500 mGy bestrahl4@\bb.

Abbildung 46: Glutamat steigerte nicht die Reparatureffizienz von strahlenindutgar DNS DSBs in Glia- und
Stammzellen.

(A) Reparaturverlauf strahleninduzierter DNS DSBs nach 500 mGy Best(abiuogd bei zu voriger Glutamatbehandlung
Uber Nacht (griin) in NSZ und Gliazellen. Die Zellen wuideh, 2 h, 4 h und 6 h nach Bestrahlung fixiert und diet#nz
der 53BP1-Foci bestimmt. Ausgewertet wurden pro Behandlung und Rdirens160 Zellen in unabhangigen Versuchen
[FUr Glu Behandlung UN (Abnahme) + 500 mGy: J1 NSZ n=3, Astrez@te®ligodendrozyten n> 3, fir 500 mGy: s. Abb.
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42 A]. Aufgetragen ist der Mittelwert mit entsprechendem SEM. (Bafiren 53BP1-Foci nach Uber Nacht Behandlungen
mit NMDA, Glutamat, MK801, Ifenprodil und Merbarone. Ausgewertet wurden jerigiimragy und Zelltyp 40 Zellen (NSZ:
n=3 Astrozyten: n>3, Oligodendrozyten: n=3). Signifikanzen wurdeih dem Kruskal-Wallis Test ermittelt;
%o@0001 (****).

Astrozyten und Oligodendrozyten die einen Glutamatimpuls Uber Nacht erhielten, reparidite
darauffolgenden strahleninduzierten DNS DSBs nicht effizienter als Zellen die keinenaGipans
erhalten hatten (Abb.46 A). Ebenso flhrte ein moderat gesetzter Glutamatimpuls zu keiner
Induktion von 53BP1-Foci, im Gegensatz zu den Neuronen (vgl4AlR). Aus Abbildung6 B ist
ersichtlich, dass weder NMDA noch Glutamat in den Gliazellen oder Stammzellen ekt®indon
DNS DSBs auslésen konnte. Auch die glutamatergen Antagonisten MK801 ymddlfereigten
keinen Effekt. Einzig Merbarone, der Inhibitor der Topoisomerase ll-beta lI6stenimeuronalen
Stammzellen eine erhdhte Foci Induktion aus [Kontrolle=0,15+0,04 Eelt#, 10 uM Merbarone
(+Glu/ Gly)= 1,2+0,1 Foci/ ZelleGp,0001 (****)]. Dieser Effekt beruhte auf der Eigenschaft von
Merbarone in mitotischen Zellen durch Induktion von DNS DSBs den Zsllzyklerlangsamen und
die Zellen in G2 Arrest zu halté&h

Die Ergebnisse deuteten auf einen exklusiven Signalweg hin, welcher Uber die Aktiwerung
NMDA-Rezeptoren mit der spezifischen UE NR2B eingeleitet wurde, durch die AktivierdrogpaB
zu einer Induktion von DNS DSBs fiihrte, dadurch die Transkription von Geriggliehinvurde, die

notwendig flr eine effiziente Reparatur von Strahlenschéaden in Neuronen waren.

535 WE}S IS]A E (( 15 'OpS U S+ p( Vv UEIV & "G Z v I5]A]S 5U A
E] E]P }e]* +3E ZouvP & ul] s ApE

Aus einer vorausgegangenen Arbeit (Dr. Kerstin?Rawar bekannt, dass Niedrigdosisstrahlung
neben der Induktion von erheblichen Schaden in der DNS auch zu einer negativen Beeintigchtig
des funktionalen, neuronalen Netzwerkes fiihren kann. Daher sollte analysiert werdestawnkiesich

der Effekt der Niedrigdosisstrahlung auf die Spontanaktivitdt der Neuronenkultur auswirkere wird
und ob eine zu vorige Glutamatbehandlung den Negativeffekt abschwachen oder gar relativeren
konnte.

Mit Hilfe des Mikroelektrodenarrays (MEA) sollte die Spontanaktivitat des newordétzwerkes,
welches sich durch die Differenzierung der Stammzellen zu Neuronen entwickelt hatte,
aufgezeichnet und bestimmt werden. Unter Kapitel 5.2.10 ist die Funktionsweise deSydEms

und die Kultivierung der Neuronenkulturen auf MEA-Chips beschrieben. Die Differegzigeun
neuronalen Stammzellen umfasste einen Zeitraum von 13 Tagen, wobei an Tag 9 getestet wurde, ob

die Kulturen Spontanaktivitat zeigten. Kulturen die ein homogenes Wachstumsbild iker d

256 \Wang et al. 2007; Fortune und Osheroff 1998.
257 Kerstin Rau 2018.
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Elektronen zeigten (Ablt7) und Aktivitaen aufwiesen, deren Amplituden grofRer als 20 pV waren,
wurden an Tag 10 mit oder ohne vorheriger Glutamatbehandlung, mit 500 mGy oaer&sarahlt.

An Tag 11 und 13 wurde in allen Gruppen die Veranderung der Spontanaktivitat Uberprift.
Abbildung47 zeigt den Differenzierungsverlauf von unterschiedlichen Neuronenkulturen auf MEA-

Chips.

Abbildung47: Differenzierung von Neuronenkulturen auf MEA-Chips.

Reprasentative Durchlichtmikroskopiebilder adharent wachsender Newlardturen auf MEA-Chips an den
Differenzierungstagen 9, 11 und 13. An Tag 9 wurden sie in digp&rugontrolle, Glutamat behandelt und bestrahlt und
ausschlief3lich 500 mGy bestrahlt eingeteilt. Die GroRe der MaRstéabe betragt 50 pm.

Die Differenzierung der Neuronen auf MEA-Chips fuhrte nach 9 Tagen zu einergBdihes
neuronalen Netzwerkes. Ein funktionales Netzwerk verfligt Gber die F&ahigkeit Spomtaankt
auszubilden, wobei Spontanaktivitéat sich durch die Verédnderung des Membrangdsestilert und

so extrazellular abgeleitet werden katih Nur Neurone die Uber ein synaptisches System und eine

entsprechende  Konnektivitat verflgen weisen Spontanaktivitdt auf. Es wurden nur

258 yan Pelt et al. 2004; Chiappalone et al. 2007; Buzsaki und Draguhn 2004.
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Neuronenkulturen auf ihre Spontanaktivitat untersucht, die Gber die gesamte Differengszeit
konfluent und stabil wuchsen und keine apoptotischen Merkmale, wie abgerundete und lose
Zellkorper, aufwiesen. Gemessen wurde die Spontanaktivitat wie unter Kapitel 5.2.10 beschrieben,
fur jede der 59 Elektroden einzeln, unter Berlcksichtigung eines angelegten Schwekesnvaent

auf der Hohe der vierfachen Standardabweichung des Rauschens lag. Jedes Ereignisderiches
Schwellenwert Uberschritt, wurde als Spontanaktivitat (Spike) gewertet. In Abbild8rgind zur
vereinfachten Darstellung der Spontanaktivitat, reprasentative Rasterplots der drei Versuchsgruppen
abgebildet. Diese vermitteln nicht nur einen Eindruck Uber die Starke der Aktivitader

Neuronenkultur, sondern ebenso Uber die Synchronitat der detektierten Ereignisse.

Abbildung 48: Représentative Rasterplots zeigen Aktivitdtsminderung nach Bestrahlung pratektiven Effekt durd
Glutamatbehandlung.

Dargestellt sind die in 59 Elektronen ermittelten Ereignisse (Spikéggteagen gegen die Zeit (60 s). Jedes Ereignis welches
den Schwellenwert (4-fache SD des Rauschens) tiberschrittevals Gpontanaktivitat (Spike) gewertet.

Aus den Rasterplots konnte eine regelmaRige, teils synchrone Aktivitdt der Neurdneskiaus
der Kontroll- und der mit Glu + 500 mGy bestrahlten-Behandlungsgruppbabktet werden
(Abb.48). Die ausschlie3lich bestrahlte Gruppe hingegen wies ein erhebliches Defizit in der
Generierung von Spontanaktivitat bei fast allen Elektroden auf. Eine Synchronitét dééfektiwar

aufgrund der geringen Anzahl an Ereignissen nicht feststellbar.
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Die Rasterplots verweisen auf zwei Effekte. Zum einen schien die Bestrahlung mitG&p@&n
Differenzierungstag 10 die Spontanaktivitét der Neuronenkultur an Tag 13 erheblichnzindem

und zum anderen wirkte die Behandlung mit Glutamat an Tag 9 der strahleémtén Verringerung

der Aktivitat entgegen. Fir eine Quantifizierung des, durch die Bestrahlung und Glutamat
induzierten, Effektes auf die Neuronenkulturen wurde die Anzahl der aktivierten Kanéle, diel Anz
der Spikes sowie deren Amplituden innerhalb von 100 Sekunden an den Differenzierungstagen

und 13 gemessen (Abh9).
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Abbildung 49: Protektiver Effekt durch Glutamatbehandlung auf Spontanaktivitdt und AntypdiengrofRe in
Neuronenkulturen.

(A) Experimentierschema. Neurone wurden an Differenzierungstag 9 gemessl ein Teil davon mit Glutamat behandelt.
An Tag 10 wurde das alte Medium durch frisches Medium, ohne Agearsetzt und die Zellen sham bzw. mit 500 mGy
bestrahlt. An Differenzierungstag 11 und 13 erfolgten weitere Messan@) Durchschnittliche Anzahl der Elektroden, die
Spontanaktivitat aufzeichnen konnten. (C) Durchschnittliche Anzalsluégezeichneten Spikes innerhalb einer Messung
(100 s) (links) und normiert auf die durchschnittiche Anzahl @pikes an Differenzierungstag 9 (rechts).
(D) Durchschnittlichen GroRRe der aufgezeichneten Amplitudenvinlinks) und normiert auf die Amplitudengréf3en an
Differenzierungstag 9 (rechts). Ausgewertet wurden insgesamt &iBdhandlungsgruppen: Kontrolle n= 7, 500 mGy n= 6,
Glu + 500 mGy n= 5 (Anzahl der MEA-Chips aus drei voneinande&ngaggem Versuchsanséatzen). Insgesamt wurden 85 %
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der Elektroden ausgewertet. Signifikanzen wurden durch den kifHWallis Test ermittelt; p< 0,0002 (***),
p G),0001 (****).

Abbildung49 A zeigt das Experimentierschema fir die Messung der Spontanaktivitdt der reinen
Neuronenkulturen. Die Neuronen wurden an Differenzierungstag 9 gemessen, ein Telineon
daraufhin mit Glutamat behandelt und an Tag 10 wurden alle MEA-Chips sham tbZA00mGy
bestrahlt. Weitere Messungen der Spontanaktivitét folgten an den Differenzierungstagendl13.

Aus Abbildung 4B ist ersichtlich, dass es keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der
aktivierten Kanale gab, weder UuUber die Differenzierungszeit hinaus noch unter den
Behandlungsgruppen. Die Anzahl der aufgezeichneten Spontanaktivitdten (Spikes) hingegen stieg
allen Behandlungsgruppen von Differenzierungstag 9 zu 11 an. Allerdings war deqg Anstier
bestrahlten Probe minimal und sank sogar am Differenzierungstag 13 (500 m&/Frag5,4+4,8
Spikes/ 100 s, Tag 11 @=74,62+6 Spikes/ 100 s, Tag 13 @= 39,2+4,5168pik¢sDagegen flhrte
eine vor der Bestrahlung durchgefiihrte Glutamatbehandlung zu einem kontichieiber die
Differenzierungszeit verlaufenden Anstieg der Aktivitat (Glu+ 500 mGy: Tag 9 J= 8BjRed

100 s, Tag 11 @=304,3+34 Spikes/ 100 s, Tag 13 @= 781,6+46 SpikeAKHDANS) T links

Da sich die HOhe der Spontanaktivitaiten der Neuronenkulturen an Tag 9 unter den
Behandlungsgruppen unterschieden (Tag 9: Kontrolle @=61,2+11 Spikes/, 500 mGy @= s.o.,
Glu+ 500 mGy @&s0.), wurde die Anzahl der Spikes, welche an Tag 11 und 13 gemessen wurden auf
die jeweilige Spikeanzahl des 9. Differenzierungstages normiatib.49 C rechts). Die
Neuronenkultur die bestrahlt wurde, wies signifikant weniger Spikes an Differenz&agn3 auf

als die Kontroligruppe [(Kontrolle relative Anderung ©@=5,8+0,07, ®@)y relative Anderung
?=0,86+0,1, ©0,0001 (****)]. Die Bestrahlung verringerte die Aktivitat der Neurone nadithérag

13: Kontrolle @= 355+24 Spikes/ 100 s, 500 mGy @= 39,2+4,5 Siiikes). Interessanterweise
konnte der Effekt der Bestrahlung durch eine zu vorige Glutamatbehagdieimindert werden (Tag

13: Glu+ 500 mGy @= 781,6+46 Spikes/ 100 s). Die Anzahl der gesnesSpikes der
glutamatbehandelten Gruppe, war signifikant héher als die der bestrahlten an Tag 18vérela
Anderung @= 16,2+0,06 Spikes/ 100 €@0001 (****)]. Auch die GroRe der Amplitude der
gemessenen Spikes wurde durch die Bestrahlung erheblich verringert (Tag 13: 500 mG9+d= 28
pV, Kontrolle @= 51,2+1,5 pV). GleichermalRen konnte eine zu vorige Behgnuiit Glutamat
diesen Effekt verhindern (Glu+ 500 mGy @= 42,5+0,9 uV) (Abb. 49 D Diksyemessenen
AmplitudengroRen der Differenzierungstage 11 und 13 wurden wie die Anzahl der
Spontanaktivitaten auf den Differenzierungstag 9 normiert um die Vergleichbarkeit zuegrhDie
AmplitudengréfRe der bestrahlten Neurone war im Vergleich zu den Kontrollen undnden

Glutamatbehandelten, bestrahlten Proben, signifikant verringert am Differenzierungstag 13
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[Kontrolle relative Anderung @= 2,04+0,03, 500 mGy relative Anderangd. @+0,04, Glu+ 500 mGy
relative Anderung @= 1,87+0,02(,0001 (****)] (Abb. 49 D rechts).

Die Experimente unterstitzten die Hypothese, dass Glutamat einen schitzenden Effekt auf die
Netzwerkaktivitat hatte, die durch Bestrahlung verringert wurde. Um ausschlieRBen nerktdass

die verringerte Spontanaktivitat der 500 mGy bestrahlten Proben auf Apoptose zufiilcteru war,
wurden MTT-Assays, nach dem gleichen Experimentierschema und Zeitplan wie die

Spontanaktivitats-Messungen am MEA-System, durchgefuhrt (Abb. 50

Abbildung50: Keine veranderte Zellvitalitdt der Neuronen nach Glutamatbehandlung, uader 500 mGy Bestrahlung.

(A) Experimentierschema der MTT-Assays. Ein Teil der Neurade au Differenzierungstag 9 mit Glutamat behandelt, an
Tag 10 wurden alle sham bzw. mit 500 mGy bestrahlt und an Tag 11 dieAb$Rys durchgefiihrt. (B) Reprasentative
Durchlichtmikroskopiebilder wurden an Differenzierungstag 10 aufgenommen GréRe des Mal3stabbalkens entspricht
100um. (C) Relative Zellvitalitat der Neuronen. Aufgetragen ist jevasts Mittelwert mit SEM. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede mit dem Einstichproben t-Test ermittelt werge 0,1234 (ns).

Die Neuronenkulturen wurden entweder an Differenzierungstag 9 mit Glutamat behandklaiuin

Tag 10 mit 500 mGy bzw. sham bestrahlt oder ausschlie3lich an Tag 10 shasd®mGy bestrahlt

und die relative Zellvitalitat an Tag 11 gemessen (Abb. 50 A). Die Zelldicht avuiichg 10 optisch

uls u ME Zo] ZSUu]lE}el}% :u>/i °© E% E°(SX ]| VB®AEW %o Yhice V
unterschieden sich in ihrer Konfluenz und Morphologie am 10. Differengstag nicht (Abb. 50 B).

Am 11. Differenzierungstag wurde die Zellvitalitdt Uberprift. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden (Abb. 50 C). Die Ergebnisse des MTT-Tests zeigten, dass keine
Apoptose oder Nekrose fur die Verringerung der Spontanaktivitat in den Neurolergu

verantwortlich war. Die Hypothese, dass Niedrigdosisrontgenstrahlung zu einer Beeigfuaghtier
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Funktionalitdit des neuronalen Netzwerkes fiihrte und dass Glutamat protektiv gegese d

Schadigungen wirkte, erhartete sich damit.
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Im zweiten Kapitel dieser Arbeit sollten die kurzfristigen Effekte von NiedrigdosisHaagauf das
neuronale System untersucht werden. Die murinevitro Zelllinie J1 diente dabei als Modellsystem

fur ein neuronales Netzwerk. Der Minimalismus dieser Zelllinie ermdglichtdiedauptzelltypen

des neuronalen Netzwerkes, neuronale Stammzellen, Neuronen, Astrozyten und Oligodtrdrozy
unabhangig voneinander auf ihre Strahlensensitivitdt zu analysieren. Daflr wurden in zgbntagi
Differenzierungsprozessen aus den murinen Stammzellen homogene Neuronen-, Astrozgten- un
Oligodendrozytenkulturen generiert (Abk85, 36, 37,39). Im besonderen Fokus stand die
Zusammensetzung der Neuronenkultur. Durch Immunfluoreszenzfarbungen konnte gezeighw

dass diese sowohl glutamaterge als auch GABAerge Rezeptoren sowie PSD95 und Symaptophysi
exprimieren. Damit erflillte die Neuronenkultur die ndtigen Voraussetzungen, unereggbares

Netzwerk zu bilden, welches auf au3ere Signhale sensitiv reagieren konnte.
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Die Bestrahlung mit 500 mGy Rontgenstrahlung l6ste sowohl in den Stammzsllanchl in den
Deszendenten die Induktion von DNS Doppelstrangbriichen (DSBs) aus, welche lber die Zeit repariert
wurden. Der Reparaturverlauf wurde tber die Abnahme von 53BP1-Foci verfolgt. &3B&it
entscheidendes Reparaturprotein der nicht-homologen Endverknipfung (NHEJ). Durch dessen
schnelle Rekrutierung an Bruchenden von DNS DSBs, schiitzt es die Enden vor der
Resektionsmaschinerie der homologen Rekombination (HR) und tragt daamit 8ei, den
Reparaturweg NHEJ Uber die HR zu favoristetebi3BP1 bildet durch die verstarkte Rekrutierung
weiterer 53BP1-Proteine an das Bruchende einen Focus, welcher durch Immunfluorenzavgarbu
sichtbar gemacht werden kann. Dabei entspricht ein Focus einem DN [I#8 Ergebnisse der
Niedrigdosisbestrahlung zeigten signifikante Diskrepanzen im Reparaturverlauf derndieurn
Vergleich zu den Ubrigen Zelltypen. Interessanterweise reparierten sowohl die Sédemads auch

die Astrozyten und Oligodendrozyten 50 % der strahleninduzierten DNS DSBs mmerheh. 2 h (s.

Abb. 42 C - E). Die Neuronen benétigten hingegen doppelt so viel Zeit, um 86r%
strahleninduzierten DNS DSBs zu reparieren. Nach 6 h verblieben immer noch 33 % D&H3NS

der homogenen Neuronenkultur (s. Abi2 B). Dass Neurone strahleninduzierte Schaden verzogert
reparieren, konnte schon zuvor beobachtet werden. So zeigten Gobbel ulehdéo 1998, dass

kortikale Neurone aus der Ratte nach Bestrahlung mit einer Dosis von 32 Gy imicViemyl

259 Bunting et al. 2010; Bugreev et al. 2006; Bouwman et al. 2010.
260 Anderson et al. 2001.
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Astrozyten eine stark verlangsamte DNS DSB-Reparatur auféféisndem konnte festgestellt
werden, dass die Effizienz des NHEJ-Reparaturweges mit steigendem Alter der Nsnkong&o
reparieren Neurone, die aus jungen Ratten (0 - 4 Tage) entnommen wurden, DNS DSBs effizienter al
Neurone aus adulten Tieren (36 Monate) und erheblich effizienter als Neurone aus alten Tieren (2 -

3 Jahre¥? Postmitotische Zellen kénnen prinzipiell massivere DNS-Schaden besser tolavieman,

diese Schaden an Stellen des Genoms auftreten, die nicht mehr transkribiert iférderdererseits
kénnen Akkumulationen von DNS-Schaden weitreichende Folgen fir die Funktion derakele h
Besonders adulte Neurone, die eine hohe Metabolismusaktivitat aufw&iserinen GroRteil ihres
Genoms transkribiereéf® und ein Leben lang funktional sein muis%¥&n werden durch
Akkumulationen von DNS Schaden gefahrdet. Ein Zusammenhang zwischen DNS-Schaden in
Neuronen und der Entwicklung neurodegenerativer Krankheiten konnte in den letzten Jahren

hergestellt werdeff”.
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Die Experimente deuten auf einen exklusiven Signalweg fiir die Reparatur von DNS DSBs @anNeuron
hin. Um diesen Signalweg zu aktivieren, wurde der hauptexzitatorische Neurotransmitt&NS,
Glutamat, gewahtf®. Glutamat spielt fir das neuronale Zelliiberleben eine entscheidende?Rolle
und steht im Verdacht, die DNS DSB Reparatur zu stimullérd@atsachlich fihrte die Behandlung

der homogenen Neuronenkultur mit Glutamat zu einer signifikant verbesserten Reparatur der
strahleninduzierten DNS DSBs. Dieser Effekt trat nur nach einer Impulsbehandlungatbeaiy.

Eine dauerhafte Behandlung mit Glutamat teaxur Folge, dass neben den strahleninduzierten DNS
DSBs zusatzliche Briiche generiert wurden (s. A®K). Die Behandlung der Neurone mit Glutamat
ohne anschlieBende RoOntgenbestrahlung fihrte zur Aktivierung von Signalkaskaden, die die
Erzeugung von DNS DSBs bewirkten. Dass die Aktivierung des glutamatergen SySebBSBSN

auslosen kann, wurde bereits in vorangegandgenwitro und in vivoStudien beschriebéft. Der dabei

261 Gobbel et al. 1998.

262 \/yjayanti und Rao 2006; Sharma 2007.

263 Tichy und Stambrook 2008; Nouspikel 2007.

264 Mink et al. 1981; Magistretti und Allaman 2015.

265 Gallegos et al. 2018; Yap und Greenberg 2018.

266 Bandeira et al. 2009.

267 Shanbhag et al. 2019; Merlo et al. 2016.

268 Hertz 2006.

269 Jansson und Akerman 2014; Akaike 1994; Erecinska 1990; Brazel et al. 2005.
210Yang et al. 2011.

211 Crowe et al. 2006; Madabhushi et al. 2015; Suberbielle et al. 2013.
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entscheidende Faktor ist das Enzym Topoisomerddeta (Top2B), welches hauptsachlich in
postmitotischen Zellen exprimiert wird. Top2B induziert vorubergehende DNS DSBslerum
topologischen Stress, der durch das Aufwinden der DNS fir die Transkriptionsmaschineriet,entsteh
zu minimiereA’ Eine weitere Funktion der Top2B ist das Setzen von DNS DSBs inoPegimten

von so genannteimmediate early genedEGSs), die daraufhin transkribiert werden. Madabhushi und
Kollegen konnten 2015 zeigen, dass durch die Aktivierung des glutamatergen Systems Top2B aktiviert
wird und die Transkription der IEGs stéigtIEGs sind essentiell fiir die neuronale Funktionalitét,
weshalb eine beeintrachtigte Expression zu schwerwiegenden kognitiven Dysfunktionen fiihren
kanrt’s. Zudem gibt es Anhaltspunkte, dass Top2B, durch die Stabilisierung von NHEJ-
Reparaturproteinen direkt in der Reparatur von ROS induzierten DNS DSBserinviett.
Tatsachlich verhinderte die Behandlung mit dem Top2B-Inhibitor Merbar@n€ldtamat-mediierte
Induktion von DNS DSBs. Interessanterweise wurde die Induktion von DNS DSBsirébeiest

wenn die Neuronenkulturen mit dem NMDAR-Inhibitor MK8®hzw. dem spezifischen NR1/NR2B-
Inhibitor Ifenprodit’” behandelt wurden (sAbb. 44 E). Die Behandlung mit dem Agonisten NMDA
initilerte hingegen die Induktion von DNS DSBs. Diese Ergebnisse lassen daelérsctass die
Induktion von DNS DSBs Uber die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren ausgelfgenauer gesagt

Uber die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren mit der Untereinheit NR2B. Unterstiitzend zeigten
Immunfluoreszenzfarbungen die starke Expression der NR1, NR2 und NR2B Untereinhédnn i
homogenen Neuronenkulturen (s. Abtb).

NMDA-Rezeptoren kénnen aus verschiedenen Untereinheiten (UEs) aufgebaut sein, iwdibRild

UE essentiell fir einen funktionierenden Rezeptof’dstDie NR2B-UE soll insbesondere in den
extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren vorkommen und mit der Einleitung des programmierten
Zelltodes im Zusammenhang stehen, wahrend synaptische NMDA-Rezeptoren, bei denen es sich
hauptséachlich um Di-Heteromere aus NR1-UEs und NR2A-UEs handelt, die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CRERNn{l. cAMP response element-binding proteimnd folglich po-
Uberlebens Signalkaskaden begiinstigen séfenAllerdings ist die Aussage, dass alle

extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren pro-apoptotisch und alle synaptischen NMDAdRexz equiti-

272 Champoux 2001; Wang 1998.

213 Madabhushi et aR015.

274 Ferguson et al. 2006; Rosi et al. 2008; Szyndler et al. 2013; Wang et al. 2014; Yoshimura et al. 2003.
215 Mandraju et al. 2011.

276 \Wong et al. 1986.

217 egendre und Westbrook 1991.

218 \fyklicky et al. 2014.

219 éveillé et al. 2008; Hardingham et al. 2002; Gladding und Raymond 2011.
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apoptotisch wirken, stark simplifiziert und tUberté% So wurde ebenso gezeigt, dass die Inhibition
der NR2B-UE durch Ifenprodil zu einer verminderten Uberlebensrate bis hin elitwd Z/on
Neuronen fuhren kand§®. Zudem ist das Vorkommen und der Aufbau von NMDA-Rezeptoren in
Neuronen weitaus komplexer und diverser, so gibt es neben diheteromeren NRéR2éptoren auch
triheteromere NMDA-Rezeptoren, die aus zwei Kopien der essentiellen NR1-UE aindrj&opie

der Untereinheiten NR2A und NR2B bestefierso ist die NMDAR Zusammensetzung wahrend der
Entwicklung vom embryonalen zum adulten Gehirn extrem variabel. Wahrend ibryenalen
Gehirn nur NMDA-Rezeptoren mit den Untereinheiten NR2B und NR2D gebildet werdent &e

im frihen postnatalen Gehirn zu einer Umwalzung, woraufhin die Expression der UNR2A-
dominiert. Im adulten Gehirn und dort besonders in den hoheren Gehirnstrukturen wie dem
Hippocampus, ist die Expression der Untereinheiten NR2B und NR2A ausgediels unterstreicht

die Bedeutsamkeit der NMDA-Rezeptoren fur die synaptische Plastizitat

Tatsachlich bewirkte die Inhibition der NMDA-Rezeptoren mit MK801 dinéhebung der
verbesserten Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs in den Neuronenkultukeh. @4 F).

Die Ergebnisse deuten auf einen NMDAR-mediierten Signalweg hin, bei welchem dasTBp2B
aktiviert wird, welches gezielt DNS DSBs setzt, um die Transkription von Uberlebensgenen zu
ermoglichen, die wiederum essentiell fir die effektive Reparatur von strahleninduzieNé&n[X5Bs

sind.
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Die Lokalisation und die Untereinheiten-Zusammensetzung der NMDA-Rezepéstanrht, welche
zellularen Signalkaskaden durch die Rezeptoraktivierung initiiert werden. Die strukturelle
Vielfaltigkeit der in Neuronen gefundenen NMDA-Rezeptoren spiegelt daher deren enorme
Bedeutung fir die Funktionalitat von Neuronen wider. NMDA-Rezeptoren werden allerdings ebenso
von Glia- und Stammezellen exprimiert. So konnten in dieser Arbetamm-und Gliazellen die
essentielle NMDAR Untereinheit NR1 sowie die Untereinheit NR2A nachgewiesggnws Abb.

45). Aus der Literatur geht hervor, dass NMDA-Rezeptoren stark im sich entwickelnden, als auch im
adulten Gehirn exprimiert werdéff. Allerdings werden die NMDA-Rezeptoren erst spater

funktional. Dies bedeutet, dass messbare 2Girome und daraus resultierende

280 Sattler et al. 2000; Lopez de Armentia und Sah 2003; Petralia et al. 2010.

281 Katsuki et al. 2003; Takadera et al. 2004.

282 Rauner und Kohr 2010; Al-Hallag et al. 2007.

283 Monyer et al. 1994; Watanabe et al. 1992; Akazawa et al. 1994.

284 oTurco et al. 1991; Monyer et al. 1992; Monyer et al. 1994; Buller et al. 1994; Henson et al. 2008; Bendel et al. 2005.
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Membrandepolarisierungen erst auftreten, wenn die Stammzellen zu jungen, migrierenden
Neuronen differenziert sirf@®. Ca&*-getragene Signalwege werden in Stammzellen von
calciumpermablen AMPA-Rezeptoren realigfértDas besondere an diesen AMPA-Rezeptoren ist
ihre nicht Q/R-editierte Untereinheit GIuA2. Durch die fehlende Editierung sind AMPA-Rerepto

die die Untereinheit GIUA2 tragen, calciumpermabel. Erst im Laufe der Entwicklung eidolgtRd
Editierung, wodurch die AMPA-Rezeptoren calciumimpermeabel wétdeber C&*-Einstrom
erfolgt dann hauptsachlich tiber die NMDA-Rezeptéen

Gliazellen exprimieren hauptsachlich den ionotropen Glutamatrezeptor ANMIPBabei bestehen
gliogene AMPA-Rezeptoren hauptsachlich aus den Untereinheiten GluR1, 3 undJhtéd&nheit

GluR2 wird kaum exprimiert, wodurch AMPA-Rezeptoren in neuronalen Astrozyten und
Oligodendrozyten calciumdurchlassig €Md Die Expression funktionaler NMDA-Rezeptoren in
Gliazellen wurde hingegen lang kontrovers diskutiert. Letztendlich konntemus kortikalen
Schnitten isolierten Astrozyten NMDA-induzierte und durch den spezifischeDANREzeptor
Blocker MK801 inhibierbare Calciumstrome elektrophysiologisch nachgewieseer’®t. NMDAR-
mediierte Strome konnten ebenfalls in Oligodendrozyten beobachtet wéfderuch in der
vorliegenden Arbeit konnten die Untereinheiten NR1 und NR2 des NMDA-Rezegtors
Immunfluoreszenzfarbung in Gliazellen nachgewiesen werden @spb.

Weder in neuronalen Stammzellen noch in Gliazellen konnte eine verbesserte Reparatur von
strahleninduzierten DNS DSBs beobachtet werden (4®B.). Ebenso wurden keine DNS DSBs durch
die Aktivierung des glutamatergen Systems induziert (AiBoB). Die Aktivierung der Top2B durch
den NMDAR-mediierterC&*-Einstrom und die damit einhergehende verbesserte Reparatur von
strahleninduzierten DNS DSBs, stellt somit einen exklusiv in Neuronen vorkommenden Signalweg dar.
Der Top2B-mediierte Signalweg ist fur die Physiologie von Neuronen in vieinigicht von
Bedeutung. Durch die Aktivierung des glutamatergen Systems werden Briiche in Promotorregionen
von IEGs wie c-Fos oder Egrl gesetzt, wodurch die raumliche Nahe und darhitedaktion

zwischen Promotorund Enhancerregion ermdglicht wird. Dies fuhrt letztendlich zur Transkription

285 oTurco et al. 1995; Behar et al. 1999; Maric et al. 2000; Hirasawa et al. 2003.
286 Whitney et al. 2008.

287 Sommer et al. 1991; Higuchi et al. 2000.

288 Balazs 2006.

289 Sontheimer et al. 1988; Enkvist et al. 1989; Seifert und Steinha08ér

29 Burnashev et al. 1992; Porter und McCarthy 1995; Verkhratsky et al. 1998.

291] alo et al. 2006.

292 Karaddttir et al. 2005.
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der IEG¥3 Das IEG c-Fos wird in Fibroblasten nach UV Bestrahlung stark exprimiert und soll
mafgeblich bei der Regulation der Schadensantwort gegen den genotoxischen Effekt der UV-
Strahlung beteiligt sef®. Zellen, die kein c-Fos exprimieren konnen, sind hypersensitiv gegentber
Rontgenstrahlunt§®. Zusatzlich konnte in Gliomzellen eine bestehende Radioresistenz auf die
Uberexpression von c-Fos zuriickgefiihrt wefderEs ist demnach denkbar, dass die Transkription
von |IEGs wie c-Fos zu einer Unterstitzung der DNS-Schadensantwort in Neuronerkéiimemm

erster Linie steht die Transkription von IEGs allerdings im Zusammenhangmsymhptischen
Plastizitdt. So konnte gezeigt werden, dass die Expression von c-Fos spagtfideim Lernen in
Verhaltenstests korreliett’. Hingegen ist die Egrl Expression bei neuronaler Aktivitat kontinuierlich
erhoht?®® und mediiert die Expression von einigiate response geneslie besonders wahrend des
Wachstums und fiur die Plastizitit des neuronalen Netzwerkes entscheidend®sitine
Disharmonie in der Expression von IEGs fiihrt zu neurologischen Krankheitenepriesdibn,

Schizophrenie und Angstzustand&n
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Die funktionale Integritat des neuronalen Netzwerkes ist von vielen Faktoren gighénd wird von
ebenso vielen Faktoren moduliert. lonisierende Strahlung gefadhrdet dieses System. Selbst
Niedrigdosisstrahlung kann zu einer Beeintrachtigung der neuronalen Aktivitat fGhren

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass Glutamat einen positiven Effekieauf d
Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs hat, sollte die physiologisekiarRedieses Effektes

auf die Funktionalitat des neuronalen Netzwerkes Uberprift werden. Als Indikator flomaer
Aktivitat wurde die Spontanaktivitdt der Neuronenkultur untersucht. Spontanaktivitat tritt sé¢hon

der frihen embyronalen Neurogenese auf und verstarkt sich wahrend der Differenzierung von

Vorlauferzellen zu adulten Neuron®h Dabei reguliert die Spontanaktivitit positiv die

293 Madabhushi et al. 2015.

294 Haas und Kaina 1995.

295 ackinger et al. 2001.

296 | ju et al. 2016.
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Synaptogenes€® und das Zelliberlebé?. In einem funktionalen reifen Netzwerk treten sowohl
spontan- als auch Signal-initiierte Aktionspotentiale*&uf

Tatséachlich bewirkte die Bestrahlung mit 500 mGy eine signifikante Redukti@pdetanaktivitat in

der Neuronenkultur. Gleichzeitig reduzierte die Niedrigdosisbestrahlung auch die ArapBtédke

der ausgewerteten Signale. Eine gestérte Signalweiterleitung kann schwerwiegende neurologische
Krankheiten zur Folge haben, wie AlzheitfferSchizophrenfd” und Depressioft® In diesem
Kontext besonders interessant war die Beobachtung, dass die Impulsbehandlu@jutaiinat die
strahleninduzierte Reduktion der Spontanaktivitat verhinderte. Neben der Spontanaktivitatekonn
durch den Einsatz von Glutamat auch die Amplitude der Spontanereignisse aufrechterhalten werden.
Glutamat verhinderte nicht nur die Effekte der RoOntgenbestrahlung in den homogen
Neuronenkulturen, sondern verstarkte die Spontanaktivitat erheblich gegentber detroken
(s.Abb.49C, D.

Glutamat bewirkt demnach nicht nur eine effektivere Reparatur von strahlezieden DNS DSBS,
sondern verhindert eine strahleninduzierte Reduktion der neuronalen Aktivitat der Neurohenku
Ein Mechanismus, der diesen Effekte erklaren kénnte, wurde erst vor ein paar JaliNearomen
naher beschrieben. Dabei soll neuronale Aktivitdt und die damit einhergehendeiefktig des
glutamatergen Systems zu Transkription spezifisiimenediate early gene@EGs) fuhrel{®. Dabei
involviert ist das Enzym Topoisomeradiebeta, welches gezielt DNS Doppelstrangbriiche in
Promotorregionen von IEGs wie BDNF setzt und so Raum fir die Transkritptionseréscuhafft

(s. Abb. 3P}°. Das transkribierte Neurotrophin BDNF bindet hochspezifisch und selektenafirkB
Rezeptot'’. Durch dessen Aktivierung werden eine Reihe an intrazellularen Signalkaskisiget in
welche das Zelllberleben unterstiitZéh Eine Hochregulation des Wachstumsfaktors BDNF steht
daher im engen Zusammenhang Neurone vor dem Zelltod und Degeneration zu séllizagem
wirkt BDNF durch die Regulation der DNS-Schadensantwort neuroprétéktiv
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Eine Behandlung mit Glutamat Uber Nacht hatte demzufolge den Effekt, dassDN&-
Schadensantwort hochreguliert und strahleninduzierte DNS DSBs dadurch effektiver repariert
werden. Eine effektivere Reparatur von DNS DSBs bewahrt die Neurone nicht nunmvdettod,
sondern schitzt gleichzeitig ihre Funktionalitdit (= Spontanaktivitat) im Netzwedt. D
neuroprotektive Effekt des Transmitters Glutamat kénnte so strahleninduzierten Schadeaeren

Langzeitfolgen entgegenwirken.
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Die Entwicklung und Ausreifung des Gehirns ist mit der Geburt nicht abgeschiSeseesteht eine
lebenslange Integration junger Neurone in das neuronale NetAierRiese postnatale, adulte
Neurogenese, kann positiv oder negativ moduliert werden. Positiv, unter anderem ghysische
Aktivitat?® und einer abwechslungsreichen, stimulierenden UmgeBindNegativ, durch interne
Prozesse, wie einer Cortisol-Uberschussprodukifaimd dem natirlichen Alterungsprozé¥soder

durch externe Einflussfaktoren, wie Rontgenstrahlung. Rontgenstrahlung kann erhebliche Schaden,
besonders in proliferierenden Zellen, verursacténAufgrund dessen sind Strahlentherapien,
wirksame Strategien gegen schnell proliferierende KrebsgescR#tiirber gleichzeitig auch eine
Gefahr fur die normale kognitive Entwicklung. In sensiblen Entwicklungsphasen de®eadimi??,

frihen postnataén®?® und adulten Stadium®* kann bereits niedrigdosierte Rontgenstrahlung
irreparable Schaden hervorrufen. Die Analyse kurzfristiger Strahlungseffekte auf unterschiedliche

neuronale Entwicklungsstadien und die Bestimmung langfristiger Folgen, ist daher umsgewichti

Im ersten Kapitel wurden die Effekte einer Niedrigdosisbestrahlung zu den Eotwgskéitpunkten

E14.5 und p10 am Rad54Mausmodell untersucht. Die embryonale Entwicklungsphase E14.5
beschreibt bei Mausen die Phase der massiven Zellproliferation in der ventrikularén un
subventrikularen Zon®. Im Menschen entspricht diese Phase der Proliferation und Migration der
sechsten embryonalen EntwicklungswotfieZu diesem Zeitpunkt formt sich der Hippocampus aus
der proliferativen Zone der kortikalen Platte, und bildet dasbiculum die Pyramidenzellen und

schlieBlich derGyrus dentatu¥’. Die frilhe postnatale Phase p10 besteht bei Nagern aus einem

Wachstumsschub des Gehitffs bei welchem die Dichte der Axone und Dendriten drastisch
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zunimm£?® und die Gliogenese ihren Hohepunkt erreféhtGleichzeitig wird zu diesem Zeitpunkt
der GroRteil an radialen Gliazellen gener#rt Diese neuronalen Stammzellen dienen in der
spateren Entwicklung als Pool fir junge Neurone die von der subgranularen Zonén(8&13yrus
dentatus (GD) einwanderi Im Vergleich zu den Nagern, beginnt beim Menschen die Entwicklung
des Hippocampus friiher und erstreckt sich zudem Uber einen groRReren Zeittalie aquivalente
Entwicklungsphase beim Menschen isg spate Fetus-Entwicklung bis zum Kleinkind&tesSowohl
E14.5 als auch pl0 beschreiben somit Entwicklungsphasen, die durch externe Faltigren,

Rontgenstrahlung, sensibel gestdrt werden kénnen.

Ein direkter Effekt der Rontgenstrahlung ist die Induktion von DNS DoppelstrahghriiDSB¥.

Um diesen Effekt und die Folgen daraus genauer analysieren zu konnele, mwuzweiten Kapitel
dieser Arbeit die murine Zelllinie J1 als Modellsystem gewahlt. Die Ubliclserveds neuronale
Stammzellen (NSZ) vorliegende Zelllini&Jsst sich aufgrund ihrer multipotenten Eigenschaften,
durch Veradnderung der Kaultivierungsbedingungen zu homogenen Neuronen-, Astrozytén- u
Oligodendrozytenkulturen differenzieren. NSZ haben die Fahigkeit sich immer wiebtst zel
erneuern (symmetrische Teilung) oder eine Vorlauferzelle hervorzubringen (asymmetrische
Teilungy®”. Diese Vorlauferzelle kann sich durch extrinsische und intrinsische Signale
weiterentwickeln und schlieBlich zu einer Gliazelle (Astrozyt, Oligodendrozyt) w@émem Neuron
differenziered®. In vivo bietet die subgranulare Zone als Stammzellnische das ideale Milieu fur
Stammzellen, sich im proliferierenden, sich selbst erneuernden Zustand zu erhalten. Externe Signale
sorgen hingegen dafir, dass Stammzellen aus ihrer Nische i@ytes dentatusnigrieren und dabei

zu Neuronen differenzieréf?. In vitro konnen die verschiedensten Bedingungen nachgeahmt und
somit aus den neuronalen Stammzellen neben Neuronen auch Astrozyten und edligoziyten
generiert werde®. Der Vorteil desn vitro Systems J1 ist, dass jeder neuronaler Zelltyp separat auf

seine spezifische Radiosensitivitat untersucht werdennke. Ein MalR wie radiosensitiv ein Zelltyp
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ist, kann Uber verschiedene Faktoren ermittelt werden. So kann die Anzahl der strahlesiteduzi
DNS DSBs ein Mald fur Radiosensitivitdt sein oder die Effektivitat (Schrelkgkégrfreiheit) mit
welcher diese Briche repariert werden. Ein sehr deutlicher Faktor der Strahlensensitivitat ist die
eingeleitete Apoptose. Besonders die stark proliferierenden Stammzellen sollen nach
Rontgenbestrahlung tberwiegend Apoptose einleiten. Allerdings ist dies haufigdaeiraten bis
hohen Dosen der F&t. Niedrigdosisbestrahlung bewirkt in neuronalen Zellen nicht zwangslaufig
eine direkte Induktion von Apoptose. Haufig kommt es zu anderen strahleméntirz Schaden, die

erst im spateren Verlauf zur Ursache von Apoptose oder Nekrose w¥tddémtsprechende
Ergebnisse kanten in dieser Arbeit festgestellt werden. Eine Bestrahlungsdosis von 500 mGy
verursachte weder in den neuronalen Stammzellen, noch in den Deszendentenkulturen eine erhdhte
Apoptoserate. Die Induktion von DNS DSBs als Maf fur eine Strahlensensitivitéitzen war
ebenso ungeeignet, da neuronale Stammzellen aufgrund ihrer h&dufigen Zellteilung, rein physiologisch
schon ein hohes MaR an DNS DSBs aufw¥fsdfbenso wie Neurone, die aufgrund ihres hohen
Metabolismus mit einer erhéhten Dosis an freien Radikalen und zwangslaufiginar erhdhten
Induktion an DNS DSBs umgehen mi¥éenAufgrund dessen wde als MaR fur die

Strahlensensitivitat die Effizienz der DNS DSB-Reparatur analysiert.

Neuronale Stammzellen besitzen im Gegensatz zu ihren postmitotischen Deszendenten,
hauptsachlich zwei Mechanismen fur die Reparatur von DNS DSBs, die horRekgmabination

(HR) und die nicht-homologe Endverknipfung (NEDie HR gilt als fehlerfreie, aber langsame
Reparatur und ist begrenzt auf die Zellzyklusphasen S und G2. Die NHEJ ist wahrersdrdéesng
Zellzyklus einsatzbereit, schneller in der Reparatur von DNS DSBs, dafiir aber auahfédliger als

die HR. Fehlerhaft reparierte Briiche in Gensequenzen die noch transkribiert werden, kdnnen zu
dysfunktionalen Proteinen bis hin zu entarteten Zellen fuRtenDNS DSBs die nicht repariert
werden, akkumulieren in der Zelle und kdnnen Ursache fiir eine spatere IndukiiomApoptose
seirt*®, Umso paradoxer war die Beobachtung, dass gerade Neurone eine auRerst irteffizien

Reparatur der strahleninduzierten DNS DSBs zeigen. Allerdings konnte in vorgege&iadien
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ebenfalls beobachtet werden,ads Neurone, die ein Leben lang funktional sein mi¥Seund
metabolisch hoch aktiv sidtf, dennoch eine verminderte DNS DSB-Reparaturkapazitat aufweisen
So zeigten Sharma und Vyjayanti in unabhéngigen Versuchen, dass die NHEdtKapalter
werdenden Neuronen rapiderdit®>>. Das DNS DSBs allerdings nicht immer verheerende Wirkungen
haben mussen, zeigten Superbielle und Madabhushi. Sie beobachteten, dass physiolkfisdiie

in Nagern zu einer Induktion von DNS DSBs in spezifischen Promotorregonienmediate early
genes (IEGs) fuhrt Durch die Topoisomerase Il-beta (Top2B) mediierte Bruch, setzt eine
Signalkaskade in Gang, die am Ende zur Transkription der IEGZ.filB@s konnen selbst oder Uber
die Aktvierung von weiteren Transkriptionsfaktoren, sowie neurotrophischen Faktoren,
neuroprotektiv wirker®3, Ausgelost wd dieser Prozess Uber die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren
in Neuroned®. NMDA-Rezeptoren gehdren zu den ionotropen Glutamatrezeptoren und sind
calciumpermeabét®. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der Einsatz von Glutamat zur Induktion von
DNS DSBs und gleichzeitig zu einer verbesserten Reparatur von strahleninduzust®&SBg&ihrt.
Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass durch die Inhibition der NMDA-Rezeptoren, déer Effek
der verbesserten Reparatur blockiert wird. Wie wichtig eine vollstandige Reparatur von DN DSBs
Neuronen ist, zeigt die Pathogenese von neurodegenerativen Krankheiten wie AlzheimenzDem

oder Parkinsoff®.

Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit unterstiitzen die Hypothese, dass akkumuliSrieSBd

zu Funktionsstdrungen in Neuronen fuhren. So bewirkte die Bestrahlung mit 500 mGy eined®edukti
der Spontanaktivitat in homogenen Neuronenkulturddie Spontanaktivitat der Neurone hkate
bewahrt werden, wenn diese zuvor mit Glutamat behandelt wurden. Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass Neurone auch im Niedrigdosisbereich strahlensensitiv reagieren, dass die Aktigesung
glutamatergen Systems neuroprotektiv wirkt und dass DNS DSBs heterogeneeifradital, die
physiologisch auftretend Uberlebenswichtig sind, strahleninduziert jedoch verheerendemafe

annehmen kdnnen.

Welche entscheidende Rolle die Reparatur von DNS DSBs fur die kognitivierfalitét spielt, wid

ebenso durch dién vivoVersuche deutlich. Das HR-defiziente Mausmodell Ra@bdwickelte sich
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phanomenologisch normal, allerdings zeigte es starke Beeintrachtigungen imiagiémlLernen.
Zusatzlich war die Anzahl der jungen NeuronerGymus dentatusignifikant reduziert. Moglich ist,
dass die defizitare HR schon zu Beginn der Entwicklung der ‘Rad&dse zu einer Akkumulation
von DNS DSBs in den embryonalen Stammzellen fiihrt. Besonders embryonaledieltech viel

und schnell teile??” missen die Integritat ihres Genoms aufrechterhalten, um nicht zu entarten.
Dafur ist die akkurate Reparatur von DNS DSBs durch die homologe RekombinatiasslioBt. Ist

der Mechanismus der DNS DSBs-Reparatur beeintrachtigt, kdnnen Zellzyklus-Korkrellgie
Zellen im Zellzyklus verharren lassen oder Apoptose einleiten, um beschZdilige an einer
Zellteilung zu hinder®®. Dies hatte eine Reduktion der Stammzellen im Embryonalstadium zur Folge,
das wiederum zu einer reduzierten Anzahl an Stammzellen in der sich spater emntdeckel
subgranularen Zone (SGZ) fiihren wiirde. Der Ursprung der adulten Stammzsllder&GZ ist bis
heute umstritten. So sollen sie einerseits aus Zellen des embryonalen Neuroepittesiistehen
welche schon wéhrend der embryonalen Entwicklungsphase fur die Bildung von Kdemerzel
verantwortlich gewesen sirié, zum anderen kénnen die adulten NSZ aus einer spaten Phase der
Embryonalentwicklung stammen, wenn sie aus einer Population s@mc hedgehog (Shh)-
responsiveZellen aus dem ventralen Hippocampus hervorgehen. Die Deszendenten dieser
Population sollen wahrend der weiteren Entwicklung in den dorsalen Hippocampuarelarn und

dort die Quelle der adulten NSZ bild&n Eine reduzierte Anzahl an adulten Stammzellen in der
subgranularen Zone hétte zur Folge, dass weniger junge Neurone in das neuronalerielzsve
Gyrus dentatusntegriert werden kénnen. Denkbar ist zudem, dass nicht die Stammzellen aufgrund
akkumulierter DNS DSBs apoptotisch werden, sondern die Vorlauferzellen, welche Byden
dentatusmigrieren. Wahrend der Migration und Maturation durchlaufen die Vorlauferzellen kritische
Phasen, in denen sie besonders sensitiv auf Storfaktoren reaédfier&ine zusatzliche Belastung
durch akkumulierte DNS DSBs koénnte zum Zelltod vieler junger Neuronesangu einer
Beeintrachtigung des raumlichen Denkvermogens filhren. Interessanterweise zeigen die.an E14
und p10 mit 500 mGy bestrahlten Wildtypméause ahnliche Ergebnisse. Sadtbraekch in diesem

Fall, der Verlust an jungen Neuronen mit einem ausgepragten raumlichen Lerndefizihre Kbnk

zeigen, dass sowohl in dean E14.5 500 mGy bestrahlten als auch in den an p10 500 mGy
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bestrahlten Tieren eine Reduktion an DCX positiven Zellgayims dentatusorliegt und dass diese

verminderte Neurogenese mit einem beeintrachtigten raumlichen Denkvermogen einhé&geht

61 ~ Zopee(}oP EpvVvP

In einer Zeit, in der Rontgenstrahlung zum modernen Leben des Menschen gehds, sun zur
Bekampfung von Tumorét, fur die medizinischen Bildgebung und Diagnd$tiloder die
Strahlenbelastung durch Flugzeug- und RaumfaRtfeist es essentiell die Prozesse zu verstehen,
welche die Strahlung im menschlichen Korper ausldst. In dieser Arbeit wurde der folgenreichste
Effekt der Rontgenstrahlung, die Induktion von DNS DSBs, im neuronalen Systesualm. Die

dafur verwendeten murinenin vitro und in vivo Modelle lieferten Erkenntnisse darlber, dass
neuronale Zellen, sowohl im embryonalen, postnatalen und adulten Stadium radioseeagieren.

Die Radiosensitivitat aul3erte sich bei einer Dosis von 500 mGy nicht indalden Erhdéhung der
Apoptoserate der neuronalen Zellen, stattdessen konnte eine verlangsamte Reparatur vorsBS8IS D
in Neuronen beobachtet werden. Diese verzogerte Reparatur, sorgte in den homogenen
Neuronenkulturen fir eine Reduktion der Spontanaktivitdt und einer Abschwéchung der
Signalamplituden. Stdérungen im neuronalen Netzwerk wurden auch durch eine defizitare HR
ausgelost, die aufgrund einer Gendeletion des Reparaturproteins Rad54 im‘Rattisgsmodell
bestand. So wisen die Rad54 Mause eine Beeintrachtigung im komplexen raumlichen Lernen auf.
Das beeintrachtigte Denkvermégen korreliert mit der reduzierten Anzahl an jungen N&umon
Gyrus dentatugder Tiere. Offensichtlich fuhrt die Induktion, Akkumulation bzw. die nicht ktarek
Reparatur von DNS DSBs zu kognitiven Schaden. In vorausgehenden Studien kervieebéndung
zwischen nicht bzw. fehlerhaft reparieten DNS DSBs und neurodegenerativen Krankheiten
beobachtet werdeff’. Ob eine Akkumulation von DNS DSBs in den embryonalen Stammzellen der
Rad54" Mausen zu einer Reduktion des Stammzellpools der SGZ und damit zu einemeeeni
Generationsfahigkeit von jungen Neuronen fihrt, musste mit histologischen- und Seésuegs-
Methoden untersucht werden. Dafir konnte die Anzahl der Stammzellen durch
Immunfluoreszenzfarbungen in der SGZ, und die Anzahl an DNS DSBsNdxtrgheneration

Sequencindpestimmt werder®,
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auch, dass die Induktion von DNShiDi@Bzwangslaufig
schadlich fir die Zelle sein muss. DNS DSBs treten auch unter physiologischearBedirgif und

sind mitunter Uberlebenswichtig. Dazu zahlen Prozesse wie die endogeneitdnZDSBs wahrend

der Zellteilund® oder generierte DSBs bei der somatischen Rekombination von B3Zelariber
hinaus wurde ein System in Neuronen beschrieben, bei dem DNS DSBs, mediiert durctymas Enz
Topoisomerasell-beta, gezielt in Promotorregionen voimmediate early geneqIEGS) gesetzt
werden, um deren Transkription zu ermdglichén Ein Anstieg der IEG-Expression steht im
Zusammenhang mit der Fahigkeit schneller auf Umwelteinflisse reagieren zu kénnedasnd
Zelliberleben zu starkéff. Aktiviert wird dieser Signalweg Uber das glutamaterge Sy¥fem
Tatséchlich zeigte die Behandlung der homogenen Neuronenkultur einerseits digidimdvon DNS
DSBs und gleichzeitig eine verbesserte Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBh. ddhighlt
Glutamat nicht nur die Spontanaktivitat der Neuronen aufrecht, sondern verstarkte diese noch.
Dieser Effekt ist fur die Neuronen exklusiv. Eine verbesserte Reparatur von strahleninduid&e
DSBs konnte nicht in den Glia- oder Stammzellkulturen beobachtet werdedieQbhduktion von

DNS DSBs durch Glutamat in der homogenen Neuronenkultur tatséchlich Uber didggiysie
Signalkaskade mit Top2B ausgeltdst wird, kann lber das Expressionsmuster von IEGss wie cFo
bestimmt werden. Zudem konnte die Aktivitat der Top2B durch den Inhibtrbarone®™ blockiert

und die neuroprotektive Wirkung von Glutamat erneut getestet werden. Eine diffendamt
Untersuchung von DNS DSBs ist weiterhin nétig, um die Unterschiede zwischen eyedéhrdnd

schitzenden Briichen auszumachen.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen dieser Arbeit, dass neuronale Zellen unabhaniigewon
Differenzierungsstatus sensitiv auf Niedrigdosisstrahlung reagieren, dass diese Sensitivitét au
Induktion, Akkumulation oder dysfunktionale Reparatur von DNS DSBs zurilickzugituwed dass
DNS DSBs eine Vielzahl von Signalwegen in neuronalen Zellen auslésemachidjeluktion - extern
durch Rontgenstrahlung oder intern durch Aktivierung von NMDA-Rezeptoren Zailéberleben

starken oder gefahrden.
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