Aus der Klinik fir Strahlentherapie und Radioonkologie,
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar

Direktor: Prof. Dr. Christian Riibe

Einfluss fraktionierter Niedrig-Dosis-Bestrahlung
auf Neuroinflammation im juvenilen und adulten

Hippocampus

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Zahnheilkunde
der Medizinischen Fakultat

der UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2019

vorgelegt von:
Ben Hammer

geb. am: 24.02.1993 in Luxemburg



Tag der Promotion:
Dekan: Prof. Dr. M.D. Menger
1. Berichterstatter:  Prof. Dr. Claudia Riibe

2. Berichterstatter:



Widmung

Meinen liebevollen Eltern



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

EINFLUSS FRAKTIONIERTER NIEDRIG-DOSIS-BESTRAHLUNG AUF
NEUROINFLAMMATION IM JUVENILEN UND ADULTEN HIPPOCAMPUS...I

INHALTSVERZEICHNIS ..ottt I
1. ZUSAMMENFASSUNG .....cooiiiiiieieieie ettt st st 1
2. EINLEITUNG ..ottt bbbttt st bbbt 3
2.1. Gyrus dentatus als Teil des HIPPOCAMPUS........ccoririririiieieieiese e 3
2.1.1. Entwicklung und adulte NEUrOgENESE .........cccuiiiirieieiee e 3

A AN g F= (0] 01 -SSP 7

2.1.3. Zytoarchitektur und Neuronale Verschaltung ..........ccccocoveeiiiiiiicienn 7

A O {11 o USSR 9

2.2, SEFANTUNG ...t bbbt 11
2.2.1. Physikalische Grundlagen..........cccooveiiiiiic e 11

2.2.2. Fraktionierte Strahlentherapi€............cccooeiiiiiiiiiicie e 12

2.2.3. Biologische Strahlensch&den...........cccocooiiiiiiiii e, 13

2.2.4. Niedrig-Dosis-Strahlung..........ccccoiiiiiiiiiieee e 16

2.3. Immunhistochemie und Immunfluoreszenz ... 17
2.4, IMIKEOGIIA. ... e e et e e e e anes 18
2.4.1. Neuroinflammation...........ccoouiiiiriiie e 18

2.4.2. Herkunft und Entwicklung der Mikroglia............cccoovevviiiiiiiiniieseeene 19


file:///C:/Users/hcarlo/Desktop/Hammer%20Ben%20Doktorarbeit%20fertig.docx%23_Toc2184738
file:///C:/Users/hcarlo/Desktop/Hammer%20Ben%20Doktorarbeit%20fertig.docx%23_Toc2184738

Inhaltsverzeichnis

2.4.3. Normalverteilung der Mikroglia und altersbedingte Neuroinflammation

...................................................................................................................... 20

2.4.4. Mikrogliale Funktion und AKEIVIEIUNG ..o 21
2.4.5. Marker zum Nachweis der Mikroglia und Gewebemakrophagen.......... 23

2.5. Fragestellung im Rahmen der Dissertation ..........c.cccccveveiieviciesieese e 25
3. MATERIAL UND METHODE ...t 26
3.1 VEISUCRSTIEIE ...t 26
KT =1 g o =L (1] o USSR 26
3.3. BestrahlungSprotoKOll............ccooiiiiiic e 26
3.4.Totung der Tiere und Herstellung der Gewebeschnitte ............cccooeiiiiiiiienen, 28
3.5. Farbungsprotokoll: 1ba-1 ANtIKOIPEr.........ccoiiiiiiiiieee e, 28
3.6. Auszahlung mittels FluoreszenzmikroSKOp ........c.ccoveveeiieiieie e 29
3.6. StatistisSChe AUSWEITUNG.........cccveiiieieee et 30
A, ERGEBNISSE ...... .ottt st e sae e nbeesree s 31
4.1. Bestrahlte juvenile C57BL6 MAUSE .........coeiieriiiiiiesieie e 31
4.1.1 Juvenil 5x 100mGy 72h, 10X 100mMGY 72h.......ccccceeiiiieiiee e, 31
4.1.2. Juvenil 15x 100mGy 72h, 20x 100mGy 72h, 20x 100mGy 1Mo. ........... 32
4.1.3. Juvenil 20x 100mGy 3 Mo. und 20x 100mGy 6 MO.........ccccerirvrirennne 34

4.2. Bestrahlte adulte C57BLE MEUSE .........ccoviiiiiiiieiiieeee e 35
4.2.1. Adult 5x 100mGy 72h, 10X 100MGY 72N ...cceoiieiiiiiiieece e 35
4.2.2. Adult 15x 100mGy 72h, 20x 100mGy 72h, 20x 100mGy 1Mo.............. 36
4.2.3. Adult 20x 100mGy 3 Mo., 20X 100MGY 6MO. .......cceviverriirireieeie e, 38

4.3. Vergleich bestrahlter juveniler und adulter MAuse...........cccccevvievverecieseen, 39



Inhaltsverzeichnis

4.4. Verteilung der Iba-1*-Zellen zwischen Stratum granulare und Hilus................ 40
4.4.1. Verteilung bei juvenil 5x 100mGy 72h und 20x 100mGy 72h ................. 40

4.4.2. Verteilung bei adult 5x 100mGy 72h und 20x 100mGy 72h..................... 41

4.5. Iba-1*Zellen im unbestrahlten alternden Gyrus dentatus und Hilus.................. 42

0. DISKIUSSITON ...ttt b et b et b e s e e s e an e e nneesnneenree s 43
5.1. Interpretation der Ergebnisse.........ocooiiiiiiiiiiic e 43

5.2 Kritische Betrachtung der MethodiK ...........cccooeiiiiiiiiiiic e, 46

5.3. Vergleichbare StUAIEN ..o e 49

5.4, SChIUSSTOIGEIUNG......ecvieiiiee et 51

6. LITERATURVERZEICHNIS ...ttt 52
7. DANKSAGUNG ... .ottt b ettt e sbe e s e e be e snbeesbeeanbeenseens 64



Inhaltsverzeichnis

Abkulrzung- und Einheitenverzeichnis

53BPI p53 Binding Protein 1

YH2AX Phosphoryliertes Histon H2AX

r Gamma

AlF1 Allograft Inflammatory Factor 1
ATM Ataxia Telangiectasia Mutated Protein
ATP Adenosintriphosphat

BAX Bcl-2-Associated X Protein

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

CA, CAl, CA2,CAS, CA4

Cornu Ammonis (Region 1, 2, 3, 4)

CD11b, CD45, CD68

Cluster of Differentiation 11b, 45, 68

cDNA Complementary DANN

CHEK2 Checkpoint kinase 2

CR3 Complement Receptor 3

DAPI 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol

DCX Doublecortin

DANN Deoxyribonucleid Acid

GABA Gamma-Aminobutyric Acid

GFAP Gial Fibrillary Acidic Protein

GTP Guanosintriphosphat

GZS Granularzellschicht

H202 Wasserstoffperoxid

HLA-DR Human Leukocyte Antigen-Antigen D Rela-
ted

Iba-1 Allograft Inflammatory Factor 1

ICAM-2 Intercellular Adhesion Molecule 2

-1V -




Inhaltsverzeichnis

IL-3, IL-4... Interleukin 3, Interleukin 4...

INFy Interferon Gamma

IRF-1 Interferon Regulatory Factor 1

JAK?2 Januskinase 2

KU70/KU80 KU70/KUB80 Heterodimer

LET Linearer Energietransfer

LIG4 DNA Ligase 4

LPS Lipopolysaccharide

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein 1

M-CSF Macrophage Colony-Stimulating Factor

MHC 11/ Major Histocompatibility Complex 11/111

MRF-1 Mitochondrial Peptide Chain Release Factor
1

MRN-Komplex Ezgggatu;grﬁgisnlkomplex aus Mrellp,

NBS1 Nibrin

NeuN Neuronal Nuclei

NK-Zellen Natirliche Killerzellen

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Stickstoffmonoxid

NO? Stickstoffdioxid

NOS NO-Synthase

OH- Hydroxil-Radikal

PAXX Non-Homologues End Joining Factor

PBS Phosphate Bufferd Salin

PECAM Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule

PGD2 Prostaglandin D2

-V -




Inhaltsverzeichnis

PKc Proteinkinase C

PUMA p53 Upregulated Modulator of Apoptosis

RAC1 Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1

RANTES Regulated on Activation Normal Expressed
and Secreted

RG-Zellen Radial-Glia-Zellen

SGS Subgranularzellschicht

SOX-2 Sex determining region Y-BOX-2

Str.gran. Stratum granulare (siehe GZS)

STAT1 Signal Transducer and Activation of Tran-
scription 1

TGF-p Transforming Growth Factor beta

TLR Toll-Like Receptor

TNF Tumornekrosefaktor

Tmem119 Transmembrane Protein 119

XLF XRCC4-like Factor

XRCC4 X-ray Repair Cross-Complementing Protein
4

ZNS Zentralnervensystem

% Prozent

° Grad

°C Grad Celsius

Gy Gray (1 Gray =1 Joule pro kg)

H Stunde

J Joule

-VI -




Inhaltsverzeichnis

Da Dalton

KeV Kiloelektronenvolt
G Gramm

M Meter

mm? Quadratmillimeter
Min Minuten

Mo. Monate

MV Megavolt

- VII -




Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2-1: Stadien der adulten NEeUrOgENESE..ceeeeteetieeeeeerenreaseeensensessescnsansascnnes 6
Abbildung 2-2: Interne Hippocampusverschaltung....ceceeeeeeieriiieiierieenriniieciesersnrennes 9
Abbildung 2-3: Homologe ReKombiNatioN...ccceeeeeeeiiaiieiieiiieiieeieenrenceecessnsencencnnnn. 15
Abbildung 2-4: Mikrogliale AKEIVIENUNG...eeeeeeiierniiniiereeentenreeseesnssnsessessnssnssssssnse 23
Abbildung 3-1: Darstellung des BestrahlungsprotokollS. ....ceeeeeeireiieeniiniieenecnennennnnn. 27
Abbildung 3-2: Vorgehen bei der Oberflachenberechnung........ccceviieieiiiiieinininnnnn. 30
Abbildung 4-1: Ergebnisse juvenil 5x 100mGy 72h /10X 100MGY 72N...c.cceeieiniiniennnnnn. 31
Abbildung 4-2: Ergebnisse juvenil 15x 100mGy 72h/ 20x 100mGy 72h/

20X ZOO0MGY IMO...ucuneineininiiniiieiiniiniiieiiaiiitietistesssssssstssssssssssosssssssnsssssnssnsse: 32
Abbildung4-3: Ansicht juvenil Kontrolle,15x 100mGy 72h, 20x 100mGy 72h, 20x 100mGy
IMO..cnnaeeanneiiiiieiiiiieeteeieaseetenssessasseessnstossssssssssssessssssosssssesssssecssnssessnnsessnns 33
Abbildung 4-4: Ergebnisse juvenil 20x 100mGy 3Mo. /20x 100mGy 6MO.....ccceeurnenee... 34
Abbildung 4-5: Ergebnisse adult 5x 100mGy 72h /10X 100MGY 72A...cccceeuieeeieenrannnnn.. 35

Abbildung 4-6: Ergebnisse adult 15x 100mGy 72h/ 20x 100mGy 72h/20x 100mGy 1Mo... 36
Abbildung 4-7: Ansicht adult Kontrolle,15x 100mGy 72h, 20x 100mGy 72h, 20x 100mGy

LIMI0u tutttniitieieieierernrasasasasasasasesessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsnsnsnsasssnssssssssses 37
Abbildung 4-8: Ergebnisse fur adult 20x 100mGy 3Mo. /20x 100mGy 6Mo.................. 38
Abbildung 4-9: Ubersicht der bestrahlten juvenilen und adulten C57BI6 Mause............. 39
Abbildung 4-10: Verteilung der Iba-1*-Zellen zwischen dem juvenilen Str.gran. und Hi-
JUS e ettt ettt ettt ettt e et e e st e ta st esa st e e s s sasntesasnssnnsnies 40
Abbildung 4-11: Verteilung der lba-1*-Zellen zwischen dem adulten Str.gran. und Hi-
JUS ettt ittt ittt ettt ettt e s et e s st s a st e s a st e e s ssasntessasnsssnsnis 41
Abbildung 4-12: Vergleich der unbestrahlten Mause verschiedenen Alters................... 42

- VIII -



1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Zielsetzung

Bei einer Radiotherapie im Kopf-Hals-Bereich kommt es unbestreitbar zur Einwirkung von
niedrigen Dosen im Bereich des Gehirns. Eine wichtige Region des Gehirns stellt der Hippo-
campus dar, der durch die Fahigkeit zur adulten Neurogenese einen essentiellen Bestandteil der
kognitiven Leistung erfillt. Diese kognitive Leistung kann altersbedingt durch eine veranderte
Neuroinflammation moduliert werden. Eine Untersuchung, der moglicherweise durch fraktio-
nierte Niedrig-Dosis-Bestrahlung ausgeldste und sich chronifizierende Neuroinflammation im

juvenilen und adulten Gyrus dentatus, ist in diesem Zusammenhang von hohem Interesse.

Methode und Materialien

Der Einfluss einer taglichen 100mGy Niedrig-Dosis-Bestrahlung auf die Neuroinflammation,
wurde durch eine Quantifizierung von Iba-1*-Zellen im Bereich des Gyrus dentatus untersucht.
Insgesamt wurden 82 C57BL6 Méuse in diesem Versuchsaufbau untersucht, wobei jeweils die
bestrahlten Gruppen den Bedingungen 5x 100mGy, 10x 100mGy, 15x 100mGy und 20x
100mGy ausgesetzt wurden. Die Gehirnentnahme erfolgte hierbei 72h nach Bestrahlungsende.
Zusétzlich erfolgte nach fraktionierter Bestrahlung mit 20x 100mGy eine histologische Unter-
suchung 1 Monat, 3 Monate und 6 Monate nach der letzten Strahlenexposition, um auch die
Langzeitauswirkungen der fraktionierten Niedrig-Dosis-Strahlung auf die Neuroinflammation

ermitteln zu kdnnen.

Ergebnisse

Sowohl fir die juvenilen als auch fur die adulten Versuchstiere gab es 72h nach 15x 100mGy
und 20x 100mGy sowie 1 Monat nach 20x 100mGy einen signifikanten Anstieg der lba-1*-
Zellen im Bereich des Gyrus dentatus. Dabei war die Zahl der Iba-1"-Zellen tendenziell héher
im Stratum granulare des Gyrus dentatus als in dessen Hilus. Ein signifikanter altersbedingter

Anstieg der lba-1*-Zellen im Gyrus dentatus war zusatzlich zu verzeichnen.

Schlussfolgerung

Fraktionierte Niedrig-Dosis-Bestrahlung fuhrt zu einer signifikante Neuroinflammation sowohl
im juvenilen als auch im adulten Hippocampus. Diese Neuroinflammation ist auch 1 Monat
nach Bestrahlungsende noch deutlich detektierbar. Die Neuroinflammation scheint sich dabei

auf das zellreiche Stratum granulare, anstatt auf den Hilus des Gyrus dentatus zu konzentrieren.

-1-



1. Zusammenfassung

Purpose

It is undeniable, that during radiation therapy of the head and neck area, the brain is exposed to
low-dose radiation. An important region is surely the hippocampus, which, with his capacity of
adult neurogenesis, fulfils an essential part of the cognitive performance. This cognitive perfor-
mance can be modulated age-related by a changed neuroinflammation. It is for this reason that
an investigation into possible low-dose-irradiation-induced and chronic neuroinflammation of

the adult and juvenile dentate gyrus, is of great interest.

Methods and Materials

The influence of a daily 100mGy low-dose-irradiation, is monitored by quantification of Iba-
1*cells in the dentate gyrus. In total, 82 C57BL6 mice were examined during this experimental
setup, whereby the irradiated groups were exposed to 5x 100mGy, 10x 100mGy, 15x 100mGy
and 20x 100mGy. Acquisition of the brain occurred 72h post-irradiation. Furthermore, to study
the long-term effects of fractionated low-dose-irradiation on neuroinflammation, additional his-
tological investigations were performed on 20x 100mGy cohorts 1 month, 3 months and 6
months past-irradiation.

Results

Juvenile, as well as, the adult mice, showed a significant increase in Iba-1*cells in the dentate
gyrus after the conditions 15x 100mGy and 20x 100mGy, with investigation 72h post-irradia-
tion, as well as 1 month after the condition 20x 100mGy. Thereby, the number of lba-1*cells
was tendentially higher in the stratum granulare of the dentate gyrus than in the corresponding
hilus. Furthermore, a significant age-related increase of lba-1*-cells in the dentate gyrus was
detected.

Conclusions

Fractionated low-dose-irradiation causes significant neuroinflammation in the juvenile and
adult hippocampi. This neuroinflammation is detectable even 1 month after irradiation. Evi-
dently, the focus of the neuroinflammation seems to lie in the cell-rich stratum granulare rather

than the corresponding hilus.
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2. Einleitung

Die Radiotherapie stellt besonders bei Tumoren des ZNS im Kindesalter eine haufig angewen-
dete Therapiemoglichkeit dar. Haufig auftretende Tumore sind hierbei unter anderem
Medulloblastome, primitive ektodermale Tumore oder auch Gliome. Bei einer entsprechenden
Strahlentherapie kann es jedoch unmittelbar zu Nebenwirkungen kommen, wobei im Rahmen
der Langzeit-Nebenwirkungen (neben potentiellen Sekundéartumore), auch neurokognitive Ein-
schréankungen auftreten kdnnen (Hoffman und Yock 2009). Die kognitive Leistungsfahigkeit
wird in besonderer Weise durch die adulten Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus
bestimmt (Gross 2000). Im Rahmen neurodegerativer Erkrankungen kann eine potentielle Neu-
roinflammation zu einer Schadigung des Hippocampus und somit zu einer Verschlechterung
der kognitiven Leistung fuhren (Bartsch und Wulff 2015). Eine solche Neuroinflammation
kann auch nach Exposition mit ionisierender Strahlung auftreten und ist h&ufig mit einer
mikroglialen Aktivierung assoziert. So kommt es durch Strahleneinwirkung zu einem Anstieg
der proinflammatorischen Zytokine, wie auch zu einem vermehrten Auftreten von reaktiven
Prozessen, die schlieflich einen persistierenden oxidativen Stress im Gewebe des ZNS auslo-
sen (Tofilon und Fike 2000). Des Weiteren fiihrt ionisierende Strahlung nachweislich zu einem
Anstieg der mikroglialen und endothelialen Zellen im betroffenen Gebiet (Kalm et al. 2009).

Ob und in welchem MaRe auch niedrige Strahlendosen, die ber einen langeren Zeitraum wie-
derholt appliziert werden, einen neuroinflammativen Effekt haben, ist bislang nur wenig er-

forscht.

2.1. Gyrus dentatus als Teil des Hippocampus

2.1.1. Entwicklung und adulte Neurogenese

Allgemein beginnt die Entwicklung des gesamten Nervensystems bereits in der dritten Embry-
onalwoche. Hierbei gehen die Nervenzellen aus dem dufReren Keimblatt hervor. Am rostralen
Ende des offenen Neuralrohrs, das nach Abfaltung der Neuralplatte entstanden ist, entwickeln
sich drei primare Hirnblaschen, die die Anlagen fur Vorder-, Mittel- und Hinterhirn darstellen.
Aus diesen drei primaren Hirnblaschen gehen die fiinf sekundédren Hirnblaschen hervor, die
auch die Vorlage fir die funf distinkten Hauptanteile des Gehirns bilden. Das ZNS ist bereits

in der achten Embryonalwoche fast vollstandig angelegt (Schiinke et al. 2012).
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Die Hippocampusformation, als Teil des limbischen Systems, bildet sich wahrend der Ent-
wicklung im dorso-medialen Anteil des Endhirns aus. Die mediale Wand der Endhirnhemi-
sphére wird dabei durch Einstulpungen der Hirnbl&schen des Telencephalons gebildet. Die kor-
tikalen Hemisphéren nehmen ihrerseits ihren Ursprung von der dorsalen Mittellinie. Der Hip-
pocampus, zusammen mit seiner strukturellen Untereinheit, dem Gyrus dentatus, gehen aus je-

ner kortikalen Hemisphéare hervor (Grove et al. 1998).

Der Ursprung, der fur den Aufbau des Gyrus dentatus verantwortlichen Granularzellen sind die
sogenannten Radial-Glia-dhnlichen Zellen, die mutmalilich Stammzellen des ZNS darstellen.
Zudem sind diese Radial-Glia-Zellen, die auch als Interneurone bezeichnet werden, in der Lage
als Leitschiene zur Migration der postmitotischen Zellen von ihrer Proliferationszone zum end-
gultigen Zielareal zu fungieren. Dazu dienen die von den RG-Zellen ausgehenden Radial-Glia-
Fasern als entscheidende Fihrungslinien. Beeinflusst scheinen die RG-Zellen weiterhin auch
durch die von Ramony Cajal entdeckten und nach ihm benannten Cajal-Retzius-Zellen zu wer-
den (Rakic 1972; Soriano et al. 1997; Gubert et al. 2009). Die Cajal-Retzius-Zellen, sowie GA-
BAnerge Interneurone sind in der Lage fur die Hippocampus-Entwicklung essentielle Signal-
molekdile zu produzieren. Hierbei handelt es sich um ein extrazellulares Matrixprotein, genannt
Reelin (D'Arcangelo et al. 1995). Das Reelin unterstitzt einerseits die oben beschriebene Mig-
ration der Vorlauferzellen an ihren Bestimmungsort, andererseits konnte auch in Evidenz ge-
setzt werden, dass es bei einem Fehlen von Reelin, zu strukturellen Fehlern bei der Laminierung
des Hippocampus und des anteiligen Gyrus dentatus kommt (Caviness und Rakic 1978; Ikeda
und Terashima 1997).

Der Gyrus dentatus nimmt eine besondere Stellung ein, da sein zytoarchitektonisches Muster
auf zwei Quellen der Neurogenese zurtickzufiihren ist. Die Stammzellen der Granularzellen
migrieren friih von der Subventrikularzone des Neuroepithels zur Fimbria Hippocampi, eine
dem Gyrus dentatus aufliegende Struktur, bestehend aus Substantia alba. Die beschriebenen
Stammzellen wandern weiter von der Ventrikularschicht zur praformierten Anlage des Gyrus
dentatus, nahe der Pia-Oberflache. Sie bilden dort schlielich, nach ihrer Einnistung, die auf3e-
ren Zellareale der Kornerzellschicht (Stanfield und Cowan 1979; Rickmann et al. 1987). Als
zweite Quelle dienen wiederum Stammzellen, die ihren Ursprung ebenfalls im bereits genann-
ten Neuroepithel des Hippocampus finden. Diese Stammzellen behalten jedoch, im Gegensatz
zu den erstgenannten, ihre Fahigkeit zur Mitose. Sie wandern in den Hilus des Gyrus dentatus

ein und migrieren nach kurzer Zeit weiter in die Subgranularzellschicht (SGS), eine sich
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zwischen Hilus und Granularzellschicht (GZS) befindliche Schicht. (Altman und Bayer 1990;
Shetty und Turner 1996; Chanas-Sacre et al. 2000; Li et al. 2011).

In welchem Mal3e sich diese Stammzellen im Zuge der adulten Neurogenese teilen und entwi-
ckeln héngt nun stark von duBeren Reizen wie z.B. einem Trauma oder dem vorherrschenden
Hormonhaushalt ab. Auch die Umgebung, die im Gegensatz zu den Stammzellen ein statisches
System darstellt, scheint die neuronale Proliferation zu beeinflussen. Teilt sich nun eine auch
als Typ-1 Zelle bezeichnete Stammzelle, so vollzieht sie dies unter asymmetrischer Zellteilung.
Aus einer Stammzelle entsteht hierbei eine Vorlaufer- und eine Stammzelle, die weiterhin als
Reserve der adulten Neurogenese dient. Die auch Typ-2 genannte Vorlduferzelle kann sich
weiter teilen, um sich dann zunehmest von einer unreifen zu einer reifen Granularzelle zu ent-
wickeln. Die Fahigkeit zur Mitose geht ab dem Stadium der unreifen Granularzelle verloren.
Eine Vorlauferzelle, die bereits eine eindeutige Differenzierung zeigt und sich kurz vor dem
Stadium der unreifen Granularzelle befindet wird als Typ-3 Zelle bezeichnet. Es sei angemerkt,
dass der groRte Teil der Zellen im Zuge der Neurogenese durch Apoptose eliminiert werden,
sodass nur wenige Zellen das Stadium der Granularzelle erreichen und funktionell integriert
werden. Dabei existieren die verschiedenen Stadien gleichzeitig im selben Gyrus dentatus. Um
die verschiedenen Zellpopulationen in der komlexen Zytoarchitektur des Gyrus dentate eindeu-

tig detektieren zu kdnnen, sind spezifische Marker nétig (Kempermann et al. 2004).

Die multipotenten neuronalen Stammzellen kénnen sowohl zu neuronalen, wie auch astrozyta-
ren Vorldauferzellen differenzien. Mit dem Transskriptionsfaktor SOX-2 ,, sex determining re-
gion Y-box2*“, kdnnen neuronale Stammzellen nachgewiesen werden, allerdings ist SOX-2
auch ein Marker flr adulte Astrozyten (Suh et al. 2007). Ein anderer Marker fir neurale Stamm-
zellen ist GFAP (Glia Fibrillary Acid Protein), das in Kombination mit Nestin als Nachweis der
Typ-1 Stammzellen gelten kann. Das als intermedidr bezeichnete Stadium der Typ-2a Zellen
ist spezifisch durch den Nachweis von Nestin abzugrenzen. Die Typ-2b Zellen lassen sich durch
DCX(Doublecortin) und Nestin unterscheiden. Ab der Typ-3 Zelle, dem Stadium das als letztes
noch eine mitotische Potenz besitzt, lasst sich lediglich noch DCX detektieren. Die unreife,
sowie die reife Granularzellen sind spezifisch mit dem postmitotischen Marker, NeuN zu iden-
tifizieren. Sie unterscheiden sich jedoch wiederum durch die Expression von Calretinin in un-
reifen Kdrnerzellen und von Calbindin in reifen Granularzellen. (Kempermann et al. 2004;
Nicola et al. 2015)
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Abbildung 2-1: Stadien der adulten Neurogenese

Darstellung der Zelltypen und spezifischen Markern, die zur Unterscheidung der unterschied-
lichen Entwicklungsstadien der neuronalen Stammzellen wahrend der adulten Neurogenese
dienen (modifiziert nach Kempermann et al. 2004).

Die F&higkeit der neuronalen Stammzellen, sich im adulten Individuum zu teilen, nimmt nach-
weisbar mit zunehmendem Alter ab (Kuhn et al. 1996). Es hat sich zudem gezeigt, dass die
adulten Stammzellen nur innerhalb der neurogenen Zonen des Gyrus dentatus sowie des Bulbus
olfactorius ihr neurogenes Potential behalten. Dafiir verantwortlich scheinen spezialisierte Ast-
rozyten zu sein, die tber Signalmolekile die Mitosen der Stammzellen steuern (Ming und Song
2005).
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2.1.2. Anatomie

Die paarig vorliegende Hippocampus-Formation ist Teil des Lobus temporalis und stellt den
medio-basalen Abschluss der GroRhirn-Hemisphéren da. Zur Hippocampus-Formation, der den
groliten Anteil des Archicortex stellt, zéhlen Gyrus dentatus, Cornu ammonis und Subiculum.
Die verschiedenen Abschnitte des Hippocampus werden relativ zu ihrer Lage zum Corpus cal-
losum eingeteilt. Das Corpus callosum bildet dabei die gréfite Kommissur und ist richtungs-
weisend. Je nach Lage wird der Hippocampus retrocommissuralis, supracommissuralis sowie
precommissuralis unterschieden. Bei Sicht von lateral-oben auf das Unterhorn wird die Hippo-
campus-Formation als Pes hippocampi mit den Digitationes hippocampi sichtbar. Im Frontal-
schnitt durch den Pes hippocampi sind der Gyrus parahippocampalis erkennbar, der jedoch nur
zu einem geringen Teil zum Hippocampus gehort. Dieser Anteil hat Kontakt zum Gyrus den-
tatus und wird als Subiculum bezeichnet. Das Cornu ammonis, das wegen seiner Zytoarchitek-
tur und neuronaler Verschaltung in vier Anteile gegliedert wird, liegt gegentiber dem Gyrus
dentatus. Er wird mehreren Autoren zufolge auch als Hippocampus proprius bezeichnet. Der
Gyrus dentatus zeigt eine starke Zahnung und ist durch den Sulcus hippocampalis vom Gyrus
hippocampalis getrennt. Die Fimbria hippocampi, die in den Fornix libergeht, bildet den essen-

tiellen Ausgang des Hippocampus (Aumdiller und Wurzinger 2010).

2.1.3. Zytoarchitektur und Neuronale Verschaltung

Der Gyrus denatus zeigt bei der Ratte, der Maus, dem Affen und dem Menschen speziesiber-
greifend einen trilamindren Aufbau, wobei es zwischen den Arten einen Unterschied hinsicht-
lich der Dichte an Kornerzellen gibt. So zeigt sich bei der Ratte eine hohere Dichte an Gra-
nularzellen als beim Menschen. Es ist anzumerken, dass im Gegensatz zu anderen Anteilen des
Gehirns, die Verschaltungen innerhalb der Hippocampus-Formation von unidirektioneller Na-
tur sind (Amaral et al. 2007).

Wie bereits genauer erldutert, unterteilt sich der Hippocampus in den Gyrus dentatus, das Sub-
iculum, den entorhinalen Cortex sowie das Cornu ammonis, der weiter in die Bereiche CA1,
CA2, CA3 und CA4 unterteilt werden kann. Der Gyrus dentatus zeigt eine V- oder U-férmige
Konfiguration mit einem im Inneren gelegenen Hilus. Es kann ein suprapyramidaler Schenkel,
der an die Hippocampalfissur grenzt, von einem ihm gegenubergelegenen infrapyramidalen
Schenkel unterschieden werden. Die Spitze, an der beide Schenkel zusammentreffen, wird all-
gemein als Kamm bezeichnet. Der Gyrus dentatus prasentiert sich auf histologischer Ebene

dreischichtig. Erstens sei hier die Molekularschicht, in der unter anderem die Fasern des Tractus
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perforans, sowie die Dendriten der Pyramidenzellen des CA und der Kdrnerzellen des Gyrus
dentatus enden, zu nennen. Es folgt die Granularzellschicht, in der die gréRte Zelldichte besteht
und die Perikarya der Kornerzellen vorherrschend sind. Als letztes folgt das Stratum multi-
forme, das einige polymorphe Zellen, sowie hauptsachlich Axone der Granularzellen enthélt.
Diese Axone sammeln sich und bilden schlieBlich die sogenannten Moosfasern. Die Moosfa-
sern wurden schon friih im Jahre 1955 von Ramon y Cajal beschrieben. Ihren Namen verdanken
sie ihrem moosigen Anschein bei Darstellung mittels Golgi-Technik. Beachtet man jedoch jetzt
nebenbei noch die Kapazitét der adulten Neurogenese des Gyrus dentatus, so muss noch einmal
eine der Granularzellschicht basal gelegene Schicht unterschieden werden, die sog. Subgra-
nularzellschicht. Sie enthalt die mitotisch potenten Stammzellen. Auch das CA (Hippocampus
proprius) zeigt auf mikroskopischer Ebene eine laminédre Aufteilung. Auf der Aul3enseite pré-
sentiert sich das Stratum moleculare, das die apikalen Dendriten der Pyramidenzellen des Stra-
tum pyramidale, sowie die aus der Regio entorhinalis kommenden Axone enthalt. Im darauf-
folgenden Stratum radiatum ist die Schaffer-Kollaterale anzutreffen. Hierbei handelt es sich um
eine Kollaterale, die von Pyramidenzellen anderer Regionen des CA ausgeht und fiir eine innere
Verbindung der verschiedenen CA Anteile sorgt. Die Pyramidenzellen des CA befinden sich

im Stratum pyramidale (Amaral und Witter 1989; Aumdiller und Wurzinger 2010).

Information gelangen auf unidirektionalem Weg uber den entorhinalen Cortex zum Hippocam-
pus. Diese Signale stammen aus neocortikalen Anteilen, die wiederum Uber den parahippocam-
palen und perirhinalen Cortex zum entorhinalen Cortex gelangen (van Strien et al. 2009). In der
Hippocampus-Formation projizieren die Neuronen der Schicht 2 des Tractus perforans zum
Gyrus dentatus (Strange et al. 2014). Uber die bereits beschriebenen Moosfasern gelangen die
Signale von der Granularzellschicht des Gyrus dentatus Uber trisynaptische Verbindungen wei-
ter zu CA3. Die Informationen werden daraufhin tber die Schafferkollaterale zu CA1 weiter-
geleitet. Zudem gelangen aber auch direkte Signale von den Neuronen des entorhinalen Cortex
uber den Tractus perforans zur CA1 Region. Der Output findet schlieRlich tiber die Pyramiden-
zellen der CA1 Region zu den tiefen Schichten des entorhinalen Cortex und zu kortikalen/sub-
kortikalen Regionen statt (Bartsch und Wulff 2015).
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Schaffer-Kollaterale

Moosfasemn

Entorhinaler
Cortex (EC)

Abbildung 2-2: Interne Hippocampusverschaltung

Die interne Verbindung findet ihren Eingang am entorhinalen Cortex (EC), um dann tiber den
Tractus perforans zum Gyrus dentatus zu gelangen. Die Signale werden dann tber die Moos-
fasern zu CA3 weitergeleitet, um uber die Schaffer-Kollaterale die CA1 Region zu erreichen.
Der Ausgang findet durch die Pyramidenzellen von CAL zuriick zum EC statt. (Inkomplette
Darstellung aller Verbindungen, angeleht an (Bartsch und Wulff 2015))

2.1.4. Funktion

Bereits frihe Studien und Therapiekonzepte brachten hervor, dass die episodische Gedéchtnis-
bildung auf essentielle Art und Weise an die Hippocampusformation gebunden ist. So konnte
festgestellt werden, dass es bei Alzheimer-Patienten, bei denen eine progressive Schadigung
der medialen Temporallappen vorlag, ein Verlust der F&higkeit der rdumlichen und episodi-
schen Gedé&chtnisbildung eintrat (Kolb et al. 2015). Der wohl beriihmteste Patient in Zusam-
menhang mit der Hippocampus-Erforschung ist Henry Gustav Molaison, der bis zu seinem
Tode intensiv studiert wurde. Er litt seit jungen Jahren an Epilepsieanféllen, die auf den rechten,
sowie linken medialen Temporallappen zuriickzufiihren waren. Nach therapeutischer Entfer-
nung beider Lappen, war der Patient frei von Epilepsieanfélle, jedoch kam es zu einer ausge-
pragten, anterograden Amnesie. Henry war nicht mehr in der Lage neue Ereignisse im deklara-

tiven Langzeitgeddchtnis abzuspeichern (Scoville und Milner 1957).
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Die Hippocampus-Formation ist beim Menschen zusténdig fir die Bildung des deklarativen
Gedachtnisses, zudem auch das episodische Gedéchtnis gehort. Desweitern ist es aber auch flr
die zeitlich-raumliche Gedé&chtnisbildung zustandig (Burgess et al. 2002). Dabei besteht beim
Menschen ein Unterschied zwischen der rechten und linken Hemisphéare. Wahrend die rechte
Hippocampushélfte fir das Gedachtnis in Zusammenhang mit den visuell-rdumlichen Bezie-
hungen zustandig ist (Smith und Milner 1981), ist die linke Hemisphare flr das sprachlich-
erzahlerische Gedéachtnis verantwortlich (Frisk und Milner 1990). Bei Tieren konnte festgestellt
werden, dass vor allem das rdumliche Gedéchtnis pradominant zu sein scheint. In diesem Zu-
sammenhang sollten die sogenannten “place cells" erwahnt sein. Bei Ratten hat sich gezeigt,
dass spezifische Neuronen des Hippocampus flr die Assoziation mit einer raumlichen Gege-
benheit im Zuge der Gedachtnisbildung zustandig sind. So konnte zudem auch eine bestimmte
Region des Hippocampus (in CA1 und CA3) einem spezifischen Ort in der Umgebung zuge-
ordnet werden. So zeigten diese Neurone eine erhohte Feuerrate, wenn sich fur die Ratte an
einem Punkt in der Umgebung eine gegebene Situation veranderte. Es prégte sich der Begriffe
der "inneren kognitiven Karte" (O'Keefe und Dostrovsky 1971; O'Keefe 1976)

Die Informationen die zum Hippocampus weitergeleitet werden, stammen in erster Linie aus
uni- sowie polymodalen Assoziationsarealen. Uber den perirhinalen sowie parahippocampalen
Cortex gelangen diese Informationen dann weiter zum entorhinalen Cortex, der diese dann
schlussendlich an den Hippocampus gibt (Schmidt et al. 2017). Im Hippocampus kommt es
wegen der Verschaltung mittels eines positiven Feedbacks zu einer Langzeitpotenzierung. In
der Hippocampus-Formation werden wahrscheinlich jedoch nur ,,Gedédchtnisspuren® erstellt,
wahrend die Speicherung vermutlich im assoziativen Kortex des Temporallappens, im Zwi-
schenhirn sowie auch teilweise im Hippocampus selbst stattfindet (Aumiller und Wurzinger
2010).

Die oben genannte Langzeitpotenzierung ist auf zellularer Ebene auf eine hohe Frequenz der
Offnung der postsynaptischen NMDA-Kanéle zuriickzufiihren, bei der groBe Mengen an Kal-
zium in die Zellen einflieBen und die Enzymaktivitdt modulieren. Es resultiert eine rezeptor-
vermittelte Empfindlichkeitssteigerung fir das Glutamat, sowie eine Aktivierung der NO-
Synthase. Das NO kann an die Prasynapse diffundieren und die Empfindlichkeit der Ubertra-
gerstoffe erhéhen. Auch die Anzahl der Spines kann z.B. durch den Nerv Growth Factor erhoht
werden. Eine wichtige Rolle bei der korrekten Langzeitpotenzierung spielt zudem eine unge-
storte Proteinbiosynthese, da sich herausgestellt hat, dass eine bestimmte Antibiotikagabe bei

Ratten zu einer Hemmung des Langzeitged&chtnisses flhrt (Schmidt et al. 2017).
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Der Gyrus dentatus spielt dabei eine wichtige Rolle, da er als Eingangstor zur Hippocampus-
Formation gilt (Wright und Jackson 2014). Dies hat sich bereits bei der ndheren Erlduterung

der Hippocampus-internen Verschaltung bewiesen.

2.2. Strahlung
2.2.1. Physikalische Grundlagen

Strahlung findet heutzutage in der Medizin ihre Anwendung sowohl in der Radiologie, wie
auch in der Nuklearmedizin. Dabei handelt es sich bei Strahlung um nichts anderes als Energie
in Bewegung. Diese Energie kann in Form von elektromagnetischen Wellen oder nach der du-
alistischen Theorie in Form von Photonen vorliegen. Zu dieser Form der Strahlung gehoren
unteranderem die y- sowie die Rontgenstrahlung. Des Weiteren ist die Teilchenstrahlung eine
zweite Form der Strahlung. Bei dieser Art der Strahlung wird die Energie durch Korpuskile

wie z.B. Elektronen oder Protonen Ubertragen (Tonnessen und Pounds 2011).

Da in der Strahlentherapie die Wirkung der eingesetzten Strahlung ein vorhersagbares Ergebnis
liefern soll, ist das Wissen um die Strahlendosis, die der physikalischen Grél3e der Energiedosis
entspricht, unumgénglich. Dabei entspricht die vom Medium aufgenommene Strahlenenergie
der Energiedosis. Sie wird also aus dem Quotienten Energie/Masse(J/kg) gebildet und trégt die
S.1. Einheit Gray (Gy). Die Energiedosis von 1Gy erzeugt bei einem aus Wasser bestehenden
Wiirfel von 1cm?® etwa 10° lonisationen. lonisation bedeutet dabei, dass durch Teilchenstrah-
lung, aber auch elektromagnetische Strahlung, Kollisionen mit einem Atom oder Molekul ent-
stehen, und dabei Elektronen aus dessen Hille herausgeschlagen werden. Die hier ablaufende
Energietibertragung folgt jedoch solch einer Stochastik, dass ein bestrahlter Korper eine raum-
lich ungleichmé&Rige Verteilung der lonisationen innerhalb seines VVolumens aufweist. Bei der
Interaktion von Photonen oder Elektronen mit einem Medium kommt es zu Schwéchungen und
Energieumwandlungen. Schwichungen bei der y-Strahlung waren etwa der photoelektrische
Effekt, die Paarbildung wie auch der Compton-Effekt. So werden beim Paarbildungs- und
Compton-Effekt sekundare Elektronen gebildet und es resultieren wiederum Photonen, die aber
an Energie verloren haben. Es kommt zu einer Energieumwandlung, wobei die Energie der
Photonen in kinetische Energie von sekundaren Elektronen oder Positronen umgewandelt wird.
Diese Umwandlung kann teilweise oder auch ganz, wie z.B. beim photoelektrischen Effekt,
vorkommen. Die sekundaren Elektronen ihrerseits geben ihre kinetische Energie (iber atomare
Anregungen, lonisationen oder Uber die Photon-emittierende Bremsstrahlung wieder ab. Diese
Wechselwirkungen der sekundaren Elektronen finden auch bei der primdren Bestrahlung
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mittels Elektronen statt. Es kommt zu unelastischen Kollisionen der beschleunigten Elektronen
und den atomaren Hillenelektronen. Das betroffene Atom kann dabei ionisiert oder lediglich
angeregt werden. Wiederum zu erwéhnen ist auch hier die Bremsstrahlung, bei der ein Verlust
der kinetischen Energie des beschleunigten Elektrons stattfindet.Das Elektron erféhrt bei sei-
nem Weg durch das Medium einen Energieverlust, den man als Bremsvermdgen bezeichnet

und die Einheit Joule/m tragt (Hartmann und Schlegel 2013).

Auch von biologischer Wichtigkeit ist der LET (linear energy transfer), bei der indirekt be-
schrieben wird, wie viele lonisationen pro zurlickgelegten Weg auftreten. Der LET wird in der
Einheit keV/m ausgedrickt und ist umso starker, je schwerer die beschleunigten Teilchen
(Neutronen) sind. Eine erhéhte lonisationszahl bewirkt einen grofieren biologischen Effekt
(Kahl-Scholz und VVockelmann 2017).

2.2.2. Fraktionierte Strahlentherapie

Bei einer typischen fraktionierten Strahlentherapie teilt man Gesamtdosen von etwa 60 Gy in
tagliche Einzeldosen von je 2Gy auf. Die Fraktionierung hat besonders den Vorteil, dass sie
eine Reduktion von chronischen Nebenwirkungen durch eine Erholung in den bestrahlungs-
freien Intervallen von den subletalen Strahlenschdden herbeiftihrt. Wie hoch die einzelnenen
fraktionierten Dosen dabei sind, macht bei der Schadigung von Tumorgewebe, im Gegensatz
zum Normalgewebe, nur einen vergleichbar geringen Unterschied aus, solange die Gesamtdosis
entsprechend hoch ist (Wannenmacher et al. 2006). Jedoch ist im Gegensatz zur einer Einzel-
bestrahlung bei einer fraktionierten Bestrahlung eine h6here Gesamtdosis zu applizieren, um

einen gleichen Effekt auf definiertes Tumorgewebe zu erzielen (Kauffmann et al. 2006).

Die oben beschriebene Erholung der bestrahlten Zellen wahrend des bestrahlungsfreien Inter-
valls nennt man die sogenannte Elkind-Erholung vom subletalen Strahlenschaden. Die halblo-
garytmische Auftragung der Dosis-Wirkungsbeziehung ergibt bei der Elkind Kurve eine typi-
sche Schulter, da die Zellen nach subletalen Sch&den zur Erholung beféhigt sind. Dementspre-
chend sinkt mit steigender Anzahl an Dosisfraktionen bei gleichbleibender Gesamtdosis die
Strahlenwirkung und die resultiereden Schaden fur das Normalgewebe. Die entsprechende
Hohe der Schulter kann als relative Erholungskapazitat der bestrahlten Zellen angesehen wer-
den (Scherer und Sack 1996).
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2.2.3. Biologische Strahlenschaden

Bei der Interaktion von Strahlung und Gewebe kann man die sogenannten deterministischen
von den stochastischen Strahlenschéden unterscheiden. Der deterministische Strahlenschaden
ist vorhersagbar an eine spezifische Schwellendosis gebunden. Er nimmt mit zunehmender Do-
sis zu und tritt mit Latenzzeiten von Stunden bis zu Jahren nach der Strahlenexposition auf. So
zahlen zu den Fruhfolgen etwa Hauterytheme oder auch die Strahlenkrankheit. Vielféltige Ge-
websverdnderungen wie z.B. Atrophien oder Gefallveranderungen zéhlen zu den Folgen, die
erst zeitversetzt nach der Strahlenexposition auftreten. Im Gegensatz dazu ist der stochastische
Strahlenschaden an keiner Schwellendosis festzumachen und bleibt ein Produkt des Zufalls.
Im Rahmen des stochastischen Strahlenschadens entstehen genetische und epigenetische Ver-

anderungen, die letztendlich zur Tumorinduktion fuhren kénnen (Fuhrmann 2013).

Im Zuge der Strahlenexposition kommt es in verschiedenen Bereichen der Zelle zu Schéaden.
So treten durch die Strahlung einerseits Einzel- oder Doppelstrangbriichen der DNA-
Doppelhelix auf, andererseits findet auch eine direkte Zerstérung der Zellmembran statt. Bei
einer Schadigung der Membran setzt sich dabei eine Signalmolekilkaskade in Gang, die zum
Untergang der Zelle fihrt. Der strahleninduzierte Zelltod kann auf eine Nekrose oder Apoptose

zurlickzufiihren sein (Cohen—Jonathan et al. 1999).

Bei der Einwirkung ionisierender Strahlung entstehen, wie bereits erwahnt, insbesondere DNA-
Schaden. Dabei kann das geladene Strahlenpartikel direkt auf die Doppelhelix treffen und sie
ionisieren oder eine Radiolyse der umgebenden Wassermolekiile provozieren. Bei der Radio-
lyse kommt es zur lonisation, sowie einer Radikalbildung. Einen besonderen Stellenwert nimmt
hierbei das OH- ein, das als sehr reaktiv gilt und zu einer sog. indirekten Schadigung der DNA
flhrt. Dabei diffundieren die Radikale zur DNA und lagern sich an dessen Basen an. Das OH-
ist zudem auch in der Lage ein Proton aus der Desoxyribose der DNA zu l6sen. Weitere durch
Strahlung entstehende Radikale sind reaktive Sauerstoffspezies, wie auch das in Folge der lo-
nisation entstandene H?0? (Kauffmann et al. 2006; Maier et al. 2016). Ob es nun haufiger zu
direkten oder indirekten Schaden der DNA kommt, hidngt von dem LET ab. Bei hohem LET
kommt es eher zu direkten Schéaden, wobei bei niedrigem LET die indirekten Schaden domi-
nieren (Hall und Giaccia 2012). Eine hohe LET provoziert eine hohe Anzahl an gruppierten
Schaden mit DNA-Doppelstrangbriichen in vornehmlich heterochromatinen Regionen, wéh-
rend eine niedrige LET eher ungruppierte, Gber den Nucleus verteilte Doppelstrangbriiche her-
vorruft. Daraus wird ersichtlich das Hoch-LETs einen wesentlich grosseren biologischen Effekt
als Niedrig-LETs ausiiben (Lorat et al. 2016).
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Wie weiter oben beschrieben, fuhrt die Strahlung auf indirektem oder direktem Wege zur Scha-
digung der DNA. Dabei kommt es zu Einzelstrangbriichen, sowie zu verschiedensten Variati-
onen von Doppelstrangbriichen, die mittels Fluoreszenzmikroskopietechnik nachweisbar sind.
Eine Nachweismoglichkeit dieser Strangliicke ist der “Strahleninduzierte Foci-Test®, bei denen
mittels Fluoreszenzmikroskopie, die an die geschadigten Areale bindenden Peparaturproteine
yH2AX oder auch 53BP1 nachgewiesen werden kénnen. Quantifiziert man diese Foci nach der
Strahlenexposition im Verlauf der Zeit, lasst sich durch die Foci-Abnahme die DNA Reparatur-
Kinetik der geschadigten Zellen erststellen. Fiir die unterschiedlichen DNA Schaden (Basen-
schaden, Einzel- und Doppelstrangbriiche, Zuckerschaden sowie Crosslinks) hat die Zelle ver-

schiedene Reparaturmechanismen entwickelt (Hall und Giaccia 2012).

Besonders bei Doppelstrangbriichen gestaltet sich der Reparaturmechanismus komplizierter.
Wie sich diese Reparatur vollzieht ist dartber hinaus abhéngig, ob die Schwesterchromatide
des gebrochenen DNA Doppelstranges noch intakt vorhanden ist (Loffler et al. 2007). Ist dies
der Fall, so kann eine sogenannte homologe Rekombination vollzogen werden. Hier wird initial
der Doppelstrangbruch via MRN-Komplex, bestehend aus den Proteinen MRE11, Rad50 und
NBS-1, erkannt. Als Folge geht das Enzym ATM in den aktiven Zustand tber und vollzieht
eine Autophosphorylierung (Stracker und Petrini 2011). Das aktivierte ATM phosphoryliert bei
Kontakt das Histon H2AX, was als Folge in eine strukturveranderte Form, nun genannt yH2AX,
ubergeht (Morgan et al. 2015). Folgend wird die Kinase CHK2 an das YH2AX gebunden, wo-
raufhin unter Zuhilfenahme von dem vorher erwéhnten ATM das p53 phosphoryliert wird.
(Zannini et al. 2014). Dieses fuhrt zu einer Induktion der fiir die DNA-Reparatur benétigten
Reparaturmechanismen, sowie zur Arretierung des Zellzyklus (Loffler et al. 2007). Nun kann
die homologe Rekombination ablaufen, indem das dem MRN-Komplex angehdrige Protein
MRE11 mittels Endonukleaseaktivitat die Enden der DNA Bruchstelle so reseziert, dass je
beidseits ein tberlappendes 3" -DNA Einzelstrang Ende entsteht. Uber andere Proteine bindet
folgend Rad51, welches auch direkt Rad52 rekrutiert, um den DNA Strang vor einer Exonuk-
leaseaktivitat zu schitzen. Radl bildet auf dem tberlappenden DNA Strang Nucleofilamente,
die es erlauben in den intakten DNA-Strang der Schwester Chromatide einzudringen und den
verloren gegangenen Anteil mittles Polymeraseaktivitdt komplementdr wiederherzustellen
(Hall und Giaccia 2012; Morgan et al. 2015).
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Homologe Rekombination

A S TN  DNA-Doppelstrang

B TIIIIIIIIT I Erkenmng des DNA-Bruches durch

l MBN-Komplex
3
AL gom——lllLL  Resektion der DNA-Enden mittels
v
UL Bildung von Nucleofilamenten durch Radl
D ' und Eindringung in Schwesterchromatide
Komplementire Wiederherstellung
E mittels Polymeraseaktivitit

[T T TITIT Verschiuss der Licke durch
{ by - P
T T TIIT Ligaseaktivitit

G Wiederhergestellter DN A-Doppelstrang

Abbildung 2-3: Homologe Rekombination
Ablauf der homologen Rekombination zur Wiederherstellung des geschadigten DNA-Strangs

Die homologe Rekombination stellt aber im Vergleich zum Nicht-Homologen-Endjoining die
weniger haufigere Variante da. Beim Homologen Endjoining wird dabei auf eine Interaktion
mit der Schwesterchromatide verzichtet und die beiden Bruchstickenden, unter Verlust von
Erbinformation, zusammengefiihrt. ATM und der MRN-Komplex aktivieren die DNA-
stabilisierenden Ku70 und Ku80 Heterodimere, die daraufhin DNA-PKcs rekrutieren, die die
beiden getrennte DNA-Enden annéhern. 53BP1 und Ku70/80 verhindern weiterhin, dass DNA
abgebaut wird, damit folgend die Proteine XRCC4, LIG4, XLF und PAXX die Strédnge aus-
richten und schlieBlich verbinden kénnen. In die Entscheidungsfindung, ob eine homologe Re-
kombination oder ein Nicht-homologes Endjoining stattfindet, ist das Protein 53BPI eingebun-
den (Hall und Giaccia 2012; Morgan et al. 2015). Ist eine Reparatur des Erbgutes nicht moglich,
so wird Uber p53 eine Apoptosekaskade eingeleitet. Dabei werden die proapoptotischen Gene
wie PUMA und BAX hochreguliert, wahrend z.B. das antiapoptotische Gen Bcl-2 inhibiert
wird. Es kommt schlieBlich Uber eine Caspaseaktivitat zur intrazellulére Proteolyse, was im
Untergang der Zelle endet (Wawryk-Gawda et al. 2014).
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2.2.4. Niedrig-Dosis-Strahlung

Die biologischen Auswirkungen niedriger Strahlendosen auf den Menschen sind bislang nur
unzureichend bekannt. Bei der Niedrigdosisbestrahlung kommen Strahlendosen <100mGy zum
Einsatz. Ob nun solch geringe Dosen einen eindeutig pathophysiologischen Effekt haben, ist
ein kontroverses Forschungsthema. So ist einerseits einem franzdsischen Bericht aus dem Jahre
2005 zufolge, kein signifikanter Anstieg der Krebsraten nach Kontakt mit Niedrigdosen bei
Kleinkindern, Kindern oder Erwachsenen feststellbar. Dem Bericht zufolge soll auch die aus
dem Jahre 1959 stammende Theorie des Linear No-Treshold, bei der eine lineare Beziehung
zwischen Dosen und Krebsfallen besteht und folglich kein Schwellenwert vorliegt, verworfen
werden. Laut der Studie war auch bei Tierexperimenten kein signifikanter Anstieg der Krebs-
raten feststellbar. Ganz im Gegensatz, es soll sogar eine Schwelle existieren, bei der es zu keiner
Tumorbildung kommt und in 40% Prozent der Falle war eine Strahlenhormesis in Betracht zu
ziehen. Auch Zellen kommen laut der Studie besser mit oxidativem Stress und den Repara-
turmechanismen bei Niedrigdosen zurecht. Gegensatzliche Studien beharren jedoch auf dem
linearen Verhéltnis von Dosen zu Krebsraten und sprechen auch Niedrigdosen ein kanzeroge-
nes Potential zu. Ob Niedrigdosen nun eindeutig krebsfordernd sind, bleibt also zu kléaren (Tu-
biana et al. 2006).

Es gilt als erwiesen, dass hohe Strahlendosen zu einer mentalen Einschrankung fiihren, Gber die
kognitiven Auswirkungen von Niedrigdosen auf die neurokognitive Funktion ist jedoch bislang
wenig bekannt. Hall hielt im Jahre 2004 in seiner Studie fest, dass bei Erwachsenen, bei denen
im Kindesalter Computer-Tomographie-Aufnahmen im Dosisbereich von 200-400mGy durch-
geflihrt wurden, kognitiven Entwicklungsstérungen auftraten (Hall et al. 2004). In einer weite-
ren tierexperimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass wenige Stunden nach Bestrahlung
mit niedrigen Strahlendosen, es zu einer Abnahme neuronaler Signalwege kam, die in Verbin-
dung mit kognitiver Leistung stehen. Die resultierende kognitive Dysfunktion war dabei mit
alternden Individuum oder einem Alzheimer Erkranken insoweit vergleichbar, als dass auch

hier die gleichen Signalwege herunterreguliert wurden (Lowe et al. 2009).

Besonders die potentiell durch Niedrigdosis ausgeléste Neuroinflammation bleibt eine kontro-
verses Thema, da Dosen von 2Gy eine nachweisbare Neuroinflammation mit sich fihren, klei-
nere Dosen von 200mGy méglicherweise Uber eine Senkung von Cytokinfreisetzungen einen

Rickgang der Neuroinflammation bewirken (Betlazar et al. 2016).
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2.3. Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Die Immunhistochemie sowie die Immunfluoreszenz sind aus der modernen Labordiagnostik
sowie Forschung nicht mehr wegzudenken. Das allgemeine Prinzip beruht dabei auf einer Af-
finitat eines Antikorpers zu einem spezifischen Epitop, welches man als Antikorper-Antigen-
Reaktion bezeichnen kann. Diese Bindung von Antikdrper an Antigen kann nun detektiert wer-
den, um einen Nachweis oder Quantifizierung vornehmen zu kénnen. Unterscheiden kann man
hinsichtlich der Antikorper zwischen monoklonalen und polyklonalen Antikdrpern. Bei den
polyklonalen Antikorpern wird dem Versuchstier ein fremdes Antigen (das nachzuweisende
Antigen) injiziert. Dabei werden durch die Reaktion des Immunsystems immunlogisch unter-
schiedliche Antikorper gegen eine Vielzahl verschiedener Epitope des injizierten Antigens her-
gestellt. Es resultieren also heterogene Antikdrper, die ihren Ursprung von verschiedenen Plas-
mazellen haben (Lang 2006). Bei einem monoklonalen Antikdrper ist es unterschiedlich, denn
hier wird der Antikorper durch eine spezifische Plasmazelle gebildet. Genauer sind es B-lym-
phozyten Klone, die Antikorper mit einer determinierten Affinitat und Spezifitat produzieren.
Dazu wird die spezifische antikérperproduzierende Plasmazelle, die nicht mehr teilungsfahig
ist, isoliert und mit einer Myelomzelle hybridisiert. Durch diese Fusionierung entstehen Hyb-
ridome, die selektioniert werden und nun in der Lage sind, sich in vitro zu vermehren und den

spezifischen Antikorper zu erzeugen. (Loffler et al. 2007).

Zur Erkennung eines primére Antikorpers bedarf es im Falle der indirekten Histochemie eines
Sekundarantikdrpers, der aus einer anderen Spezies stammt und fur ein ndtiges Signal sorgt
(Lang 2006). Entwickelt wurde die sog. indirekte Technik durch Albert Hewert Coons. Sie steht
im Gegensatz zur direkten Immunhistochemiemethode, bei der der Primé&rantikorper bereits
"gelabelt" ist und das Potential der Signalgebung mit sich fuhrt. Der Vorteil bei der indirekten
Methode ist, dass bei einem primaren monoklonalen Antikdrper, der gelabelte polyklonaler
Antikorper mehrfach an den Primdrantikorper binden kann und fur ein verstarktes Signal sorgt
(Ramos-Vara 2005). Das erwéhnte Signal stammt im Falle der Immunfloreszenz von einem
sich am Antikorper befindenden Fluorochrom. Sein Funktionsprinzip besteht darin, als dass es
durch Absorption von Lichtenergie einer determinierten Wellenldnge in einen angeregten Zu-
stand tbergeht und fir wenige Nanosekunden in diesem Zustand verharrt. Daraufhin kehrt das
Fluorochrom in seinen initialen Zustand zuriick und sendet dabei Licht aus, das einem detek-
tierbarem charakteristischen Spektrum zuzuordnen ist. Das emittierte Licht besitzt dabei eine
hohere Wellenldange als das urspriingliche Anregungslicht. Die Fluorochrome besitzen aroma-

tische Ringe und konnen natirlichen oder synthetischen Ursprunges sein. Synthetische
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Fluorochrome, wie das Phycoerythrin, sind dabei den nattrlichen Fluorochromen dabei im Vor-

teil, da sie eine hohere Leuchtkraft besitzen (Boujard et al. 2014).

2.4. Mikroglia

2.4.1. Neuroinflammation

Bei der Neuroinflammation handelt es sich um einen Pathomechanismus, der vor allem nach
Traumata, Infektionen oder auch im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen auftritt.
(Shastri et al. 2013). Dabei ist im Rahmen der Strahlentherapie nachgewiesen, dass auch ioni-
sierende Strahlung Uber mikrogliale und endotheliale Aktivierung inflammatorische Prozesse
im ZNS auslosen (Kalm et al. 2009).

Allgemein unterscheidet sich der im ZNS vorkommende Entzindungsprozess in mehreren Hin-
sichten von einer peripheren Inflammation, besonders weil es sich bei den Effektorzellen um
die Mikroglia oder Astrozyten handelt (Lyman et al. 2014). Die genannte Gliazell-Aktivierung
in Zusammenhang mit einer Neuroinflammation tritt auch bei neurodegenerativen Erkrankun-
gen wie Alzheimer, Parkinson oder Multipler Sklerose auf. Im diesem Sinne kann eine verlan-
gerte und inadéquate Gliazell-Stimulierung die Effekte der Inflammation verstarken und zu ei-
ner Zelldegeneration filhren (Gonzalez-Scarano und Baltuch 1999; Ghosh et al. 2007; Kemp-
uraj et al. 2016) . Im Zuge der Entziindung kommen proinflammatorische Mediatoren vor, die
lokal hergestellt werden, oder ihren Weg Uber die Bluthirnschranke von der Blutbahn aus ins
ZNS finden (Shastri et al. 2013).

Von zentraler Bedeutung bei der Neuroinflammation ist die Mikroglia. Diese ZNS spezifischen
Makrophagen reagieren auf Reize mit einer Ausschittung von Prostaglandinen sowie pro-in-
flammatorischen Cytokinen. Auf diese Cytokine reagieren in der entsprechenden Peripherie
andere Zellen, die neuronalen oder nicht neuronalen Ursprungs sein konnen (Dantzer et al.
2008). Mikrogliale Zellen sind sehr dynamische Zellen, die ihre Verzweigungen, Zellmorpho-
logie oder ihre Migrationsbewegungen schnell einer neuen Situation anpassen kénnen. Mor-
phologische Verénderungen koénnen dabei innerhalb von 5-10 Minuten auftreten (Thomas
1990). Sogar im nicht aktiven Zustand ist die Mikroglia im Stande mit ihren Verzweigungen
die Umgebung abzutasten und bei Verletzungen der Bluthirnschranke schnell von ihrer iber-

wachenden Funktion in eine echte Abwehrfunktion tberzugehen (Nimmerjahn et al. 2005).

Desweiteren spielen Astrozyten eine wichtige Rolle bei der Neuroinflammation. Getriggert
durch Molekiile oder Mediatoren wie Interleukine, TNFa, INFy, NO, ATP oder Toll-like
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Rezeptoren kommt es im Rahmen der Neuroinflammation zu einer Astrogliosis. Die Astrozyten
selbst sind dann in der Lage einen regulierenden Effekt auf die Neuroinflammation auszutiben,
indem sie pro-inflammatorisch oder anti-inflammatorisch auf die Mikroglia wirken. So kénnen
sie z.B. die NO-Freisetzung der Mikroglia reduzieren, oder die Expression intrazellularen NOS
modulieren (Pyo et al. 2003; Sofroniew 2009).

Mikroglia und Astrozyten werden durch Entziindungssignale, die von anderen Zellen des Im-
munsystems stammen, beeinflusst. Bedeutend sind dabei die Mastzellen. Diese vom Knochen-
mark abstammenden Zellen kdnnen entweder resident im ZNS perivaskular vorhanden sein
(Lambracht-Hall et al. 1990), oder bei Bedarf (iber die Bluthirnschranke ins Gehirn migrieren
(Silverman et al. 2000). Die Mastzellen sind im ZNS in der Lage Histamin, Serotonin, PGD2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, TNFa sowie andere Entziindungsmediatoren freizusetzen (Johnson und
Krenger 1992).

2.4.2. Herkunft und Entwicklung der Mikroglia

Die Entwicklung und Herkunft der Mikroglia ist ein viel diskutiertes Thema und bleibt noch
bis heute ein Streitpunkt. Grund hiefir sind zwei Quellen, die moglicherweise beide fur die
mikrogliale Aufrechterhaltung und Mikrogliose des ZNS zustandig sein kdnnten.

Ein Konsens besteht jedoch bei der embryonalen Herkunft der Mikroglia. Mehreren Autoren
zufolge stammen sie aus dem peripherialen mesodermalen Gewebe ab. So geht man davon aus,
dass mesodermale VVorlduferzellen, die keine Gemeinsamkeit mit der Linie der Monozyten auf-
weisen (Alliot et al. 1991; Chan et al. 2007), aus dem Dottersack ins ZNS einwandern. Dies tun
sie Uber die Blutbahn, die Ventrikularzonen oder die Hirnhdute. Bei Mausembryonen konnten
diese Vorlauferzellen bereits am 8. Tag nachgewiesen werden und waren vor diesem Tag nur
im Dottersack anzutreffen. Die Mikroglia ihrerseits tauchten erst in der mittleren Schwanger-
schaftswoche auf und waren vermehrt 2 Wochen postnatal ausgebildet. Es besteht also ein di-
rekter Zusammenhang zwischen den friih kolonialisierenden Vorlauferzellen und der reifen
Mikroglia (Cuadros und Navascués 1998; Alliot et al. 1999). Die mikroglialen VVorlauferzellen
orientieren sich dabei bei ihrem Einwandern an den Bahnen der weil3en Substanz, um zu den
grauen Arealen zu gelangen. Im Gehirnareal angekommen, bewegen sich die differenzierten
amoboiden mikroglialen Zellen an den Ort ihrer Bestimmung, um dort in einer ramifizierten
Form zu verbleiben. Bei Menschen beginnt in der 9. Schwangerschaftswoche die Kolonisation
des Riickenmarks, die ihren Hohepunkt in der 16. Woche findet. Im Gehirn tauchen die Mikrog-

lia in der intermedidren Zone erst ab der 20.-22. Schwangerschaftswoche auf. Die zeitliche und
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raumliche Koordination unterliegt dabei der Auswirkung von Chemokinen. Die an den sich
ausbildenden Gefélien beteiligten Proteine ICAM-2 sowie PECAM-1 und die im Cerebrum
vorkommenden und chemotaktisch aktiven RANTES und MCP-1 scheinen hierbei eine groliere
Rolle zu spielen. Auch die nach dem apoptotischen Zelltod auftretenden Chemokine zeigen
ihren Einfluss auf den Influx der Vorlauferzellen (Cuadros und Navascués 1998; Rezaie und
Male 1999) .

Eine Ansicht geht davon aus, dass bei einer Eradikation und Nischenbildung der ansassigen
Mikroglia im adulten Gehirn, eine Repopulation von bestimmten Gehirnanteilen durch blutab-
stammende Monozyten stattfindet (Varvel et al. 2012). Eine Inflammation, die zu einer Mikrog-
liose fiihrt, geht ebenfalls mit einer Rekrutierung von zirkulierenden Monozyten in die betroffe-
nen Arealen einher (Mildner et al. 2007). Auch nach Knochenmark-Transplantationen konnten
hamatpoetische Zellen im Hippocampus, Kortex, Thalamus, Stammbhirn sowie im Cerebellum
nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sicht allerdings nicht um wahre phanotypisch neu-
ronal abstammende Mikroglia, sondern eher um spezialisierte Zellen. Rein parenchymale
mikrogliale Zellen fanden sich nur direkt an der geschadigten Stelle, sowie im Cerebellum (Va-
Ilieres und Sawchenko 2003).

Ohne schadigende Noxen besteht durch eine stdndige Selbsterneuerung eine mikrogliale Ha-
mostase, dhnlich wie bei T-Zellen und Langerhans-Zellen (Ajami et al. 2007). So ist die
Mikroglia, im Gegensatz zu Gewebemakrophagen, in der Lage auch ohne Zugang von Zellen
aus dem Blutstrom im adulten ZNS aufrecht erhalten zu werden. Erstaunlicherweise halten die
Mikroglia dabei sogar hochdosierter y- Strahlung stand (Ginhoux et al. 2010). Des Weiteren
existieren ZNS Progenitorzellen (Nestin-positiv), die in Lage sind die Mikroglia-Population
aufrecht zu erhalten oder bei Bedarf zu ersetzen (Elmore et al. 2014). Um nach einer reaktiven
Mikrogliosis wieder an den Ausgangspunkt der mikroglialen Zellzahl zu gelangen, greift der
Korper unter anderem auf den Mechanismus der Apoptose zuriick (Gehrmann und Banati
1995).

2.4.3. Normalverteilung der Mikroglia und altersbedingte Neuro-
inflammation

Die Mikroglia zeigt im ZNS eine heterogene Verteilung. Sie machen etwa 12% der residenten

Zellen in der Substantia nigra, aber nur 5% im Cortex und Corpus callosum bei adulten M&usen

aus. Es ist durchschnittlich eine héhere Anzahl an mikroglialen Zellen in der grauen, als in der

weilen Substanz nachweisbar. Insgesamt wird die Anzahl der mikroglialen Zellen im adulten
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Maushirn auf etwa 3,5x10° geschatzt (Lawson et al. 1990). Hayes konnte nachweisen, dass
beim Menschen der prozentuale Anteile der Mikroglia in der weil3en Substanz bei etwa 13%
liegt (Hayes et al. 1987). Im menschlichen Gehirn wurden jedoch im Vergleich zur Maus Un-
terschiede festgestellt. So liegt eine regional unterschiedliche Verteilung der Mikroglia in ver-
schiedenen Gehirnarealen vor. Es lassen sich beim Menschen in der Pons, sowie in der Medulla
oblongata eine hohe Anzahl an mikroglialen Zellen nachweisen, wéhrend, verglichen zum
Mausmodell, nur wenig mikrogliale Zellen in den grauen Arealen anzutreffen sind (Mittelbronn
et al. 2001).

Bei élteren Individuen zeigt sich eine erhéhte und verlangerte mikrogliale Aktivierung, wobei
es zu einer zunehmenden Expression der Entziindungsmarker wie MHC-2, CD68 oder TLR
kommt. Auch eine niedrige, aber konstante Ausschittung von Cytokinen konnte in Zusammen-
hang mit einer alternden Mikroglia festgestellte werden. Es kommt zunehmend zu einer veran-
derten Zellmorphologie, sowie phanotypischen Veranderungen. So zeigen z.B. lba-1*-Zellen
ein weniger verzweigtes Muster im alternden ZNS (Sierra et al. 2007; Norden und Godbout
2013). Griinde fur diese Veranderungen kénnten moglicherweise Verluste von zelleigenen Fak-
toren sein, woraufhin es zu einer unkontrollierten mikroglialen Uberreaktion kommt. Zudem
ist es maoglich, dass der anti-inflammatorische mikrogliale Phénotyp durch den Verlust endo-
gener Faktoren weniger geférdert wird. Die degenerative Kraft, die von der alternden Mikroglia
ausgeht, ist in Zusammenhang mit Erkrankung wie Morbus Alzheimer von zunehmender Be-
deutung (Solito und Sastre 2012).

2.4.4. Mikrogliale Funktion und Aktivierung

Die Mikroglia, bei der es sich nicht nur um einfache Makrophagen handelt, spielt eine wichtige
Rolle im reifen, sowie in dem sich entwickelnden ZNS. Sie reguliert dabei unteranderem den
programmierten Zelltod, die Synapsen-Maturation und die Kommunikation mit anderen in der
Umgebung befindlichen Zellen (Salter und Beggs 2014; Bilimoria und Stevens 2015).

Die Mikroglia kann im ZNS in verschiedenen Formen vorliegen. Eine mogliche Form stellt
dabei die sogenannte “ruhende™ Mikroglia dar. Die Bezeichnung "ruhend" ist jedoch nicht ganz
passend, da die Mikroglia in diesem Zustand eine sehr dynamische Struktur darstellt. Diese
mikroglialen Zellen stellen sich mit einem kleinen Zellkdrper, der zierlich verastelte, bewegli-
che Fortsétze tragt, dar. Mit den hochmotilen und besténdig sich selbst umstrukturierenden
Fortsatzen, ist die Mikroglia in der Lage ihre Umgebung abzutasten. So Giberwacht die stationar

verbleibenden Mikroglia die Umgebung, ohne die umgebenden Neuronen in ihrer Tatigkeit zu
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storen. Sie reagiert auf einen Reiz mit einer Aktivierung und sind in der Lage apoptotische und
neu gebildete Zellen zu phagozytieren. Mdglicherweise steuern sie auch die Proliferation von
neurogenen Zellen tiber TGF-B (Hanisch und Kettenmann 2007; Kettenmann et al. 2013; Sierra
et al. 2014).

Nach adédquatem Reiz kommt es zu einer Antwort der Mikroglia, die als Reaktion in den "akti-
ven" oder besser reaktiven Zustand Ubergeht. Ausschlaggebend ist dabei das Auftauchen von
uniiblichen Faktoren oder Anderungen der Zusammensetzung von Komponenten in der Zel-
lumgebung, die Uber die zustandigen Rezeptoren erkannt werden. Signale oder beeinflussende
Faktoren kénnen dabei z.B. Agonisten der TLR-Rezeptoren, Komplementfaktoren wie C1q o-
der C5a, Cytokine wie TNF-a, IL-2 und IL-10, ATP oder Ceramid sein. Die kommunizierten
Signalen konnen reaktivierend oder beruhigend auf die Mikroglia wirken (Hanisch und Ketten-
mann 2007).

Die Aktivierung der Mikroglia geht mit einer Formveranderung einher. Die Zellkérper runden
ab und nehmen eine améboide Morphologie an. Es kommt bei der klassischen Aktivierung, bei
der die Mikroglia z.B. durch TLR-Liganden oder LPS stimuliert wird (Kofler und Wiley 2011),
zu einer Induktion der proinflammatorischen Phase. Dominiert wird diese Phase von der Pro-
duktion von IL-1, IL-6, TNF, NO oder NO? (Colton und Wilcock 2010). Bei dieser klassischen
Aktivierung wird der Makrophage allgemein als M1 bezeichnet (Tam und Ma 2014). Bei M1
spielt besonders IFN-y eine grof3e Rolle, denn es wird als wichtiges Cytokin bei der klassischen
Aktivierung gewertet. Die Hauptmediatoren bei der Signallibertragung von IFN-y sind dabei
unter anderem STAT1, JAK2 und IRF-1 (Martinez und Gordon 2014). M1, als das proinflamm-
atorische Stadium, hat seine Bedeutung bei der Erstabwehr sowie bei der Beseitigung von Pa-
thogenen (Tang und Le 2016) .

Die alternative Aktivierung, bei der die Makrophagen/mikroglialen Zellen lber IL-4 oder IL-
13 stimuliert werden, zeichnet sich durch ein reparatives und anti-inflammatorisches mikrogli-
ales Verhalten aus (Kofler und Wiley 2011). Die als M2a bezeichneten Zellen produzieren IL-
10, Ornithin und Polyamin und fuhren zu einem vermehrten Vorkommen von Scavenger-Re-
zeptoren, in eine Rolle bei der Phagozytose spielen (Mantovani et al. 2004; Martinez et al.
2009). Als besonderer Marker gilt das Enzym Arginase 1 (Argl) (Munder et al. 1999), welches
in der Lage ist Prolin und Polyamin zu bilden, die wiederum bei der Wundheilung beteiligt
sind. Zudem ist Arginin fahig die NO-Synthese zu reduzieren (Corraliza et al. 1995; Munder
2009) . Ein hohes Aufkommen von Immunkomplexen zusammen mit TLR-Agonisten fihrt zu
einer Bildung von M2b Zellen, die in der Lage sind TNF, IL-1 und IL-10 zu bilden. M2b bt
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einen immunregulierenden Effekt aus. Hierbei spielt IL-10 eine pradominante Rolle, indem es
die Transkription beeinflusst. Es kommt dabei unter anderem zur Subpression von inflamma-
torischen Cytokinen, zu einer Umstrukturierung der extrazellularen Matrix, sowie zu einer Neu-
rogenese des lymphoiden Gewebes. Als weitere Untergruppe sind die M2c Zellen, die nach
ihrer "Aktivierung” durch 1L-10 und Glucocorticoide vermehrt auftreten, zu erwahnen. Auf-
grund ihres Verhaltens werden jene Zellen jedoch eher als "deaktiviert” bezeichnet. M2c Zellen
produzieren ebenfalls IL-10, sowie unter anderem Antitrypsin und beeinflussen die Immunre-

gulation durch Gewebeumbau-MaRnahmen (Mantovani et al. 2004; Részer 2015).

Proinflammatorisch(amoéboid)

—p TL-1. 116
—3» TNF

A —_— NO
e
M1 Mikroglia

Antiinflammatorisch(amdboid)

i TL-10, Polyamine, Ornithin,
Arginase
‘ 5@% M2a Mikroglia
»tuhende* Mikroglia 2, ——3 TNF, IL-1, IL-10
9
%
O00
7%, M2b Mikroglia
“%
——— IL-10. Antitrypsin
M2c Mikroglia

Abbildung 2-4: Mikrogliale Aktivierung

Aktivierung der ruhenden Mikroglia durch Signalmolekiile. Die pro-und anti-inflammatori-
sche amdOboide Mikroglia sezerniert daraufhin ihrerseits spezifische Stoffe.

2.4.5. Marker zum Nachweis der Mikroglia und Gewebemakro-
phagen
Zum Nachweis der Mikroglia stehen eine Vielzahl von Markern zur Verfiigung, die entweder

grolRere Anteile des ZNS spezifischen Mikroglia/Makrophagen Systems in Evidenz setzen, o-

der zwischen den unterschiedlichen Subpopulationen unterscheiden lassen.
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Iba-1 tut sich als ein haufig benutzter Marker, der in Zusammenhang mit der mikroglialen Er-
forschung genutzt wird, hervor. Das fir das Iba-1 zustandige Gen AIF1 wird auf dem HLA 111
Komplex codiert. Der HLA 111 Komplex seinerseits befindet sich auf dem Chromosom 6, ge-
nauer am Locus 6p21.3 (Imai et al. 1996). Die zugehdrige cDNA wurde im Zuge einer Studie
von Allografts an Rattenherzen, bei der es zu chronischen Entziindungsreaktionen kam, erst-
mals nachgewiesen (Utans et al. 1995). Das fir das Iba-1 codierende Gen zeigt zudem eine
Ubereinstimmung von Maus zu Mensch von 89% (Yamada et al. 2006). Die auf das Gen zu-
rickzufiihrenden Proteine AIF1, Iba-1, MRF-1 und Dantain zeigen in ihrem strukturellen Auf-
bau eine Ubereinstimmung (Deininger et al. 2002). So wird (iblicherweiseweise das AIF1 dem

als Iba-1 bezeichneten Protein gleichgesetzt (Chinnasamy et al. 2015).

Das 17kDa schwere Calcium bindende Iba-1 kommt vor allem bei aktivierten Makrophagen
und mikroglialen Zellen vor. Iba-1 zeigt zwei EF-Hand-Motive in seinem mittleren Drittel und
besitzt einzigartige N- und C--terminale Endigungen. (Imai et al. 1996; Ito et al. 1998). Andere
zwei EF-Hand-Motive fuihrende Proteine wéaren etwa Calmodulin und S100 (Lewit-Bentley und
Reéty 2000).

Funktionell gilt Iba-1 vor allem bei der zellularen Membranausstilpung, sowie der Phagozytose
als ein Schlisselenzym. Das Mikroglia/Makrophagen spezifisch bindende Protein koexistiert
mit F-Actin, das in die M-CSF getriggerte Membranausstilpung eingebunden ist. Zudem ist es
in den Signalweg des Calciums und einer der Rho Familie gehdrigen GTPase, dem sogenannten
Rac, involviert. Dieser Signalweg, der wiederum Bestandteil der Actin Regulation wéhrend der
Membranausstilpung ist, scheint Phospholipase Cy abhingig abzulaufen (Hall 1998; Ohsawa
et al. 2000; Kanazawa et al. 2002). Desweitern bindet Iba-1 direkt an L-Fimbrin, was eine es-

sentielle Rolle bei der Formation des Phagozytosekomplexes spielt (Ohsawa et al. 2004).

Ein neu entdeckter Oberflachenmarker der Mikroglia spezifisch exprimiert wird, wére das
Tmem119. Dieser Marker ist nicht bei anderen neuronalen Zellen oder Makrophagen vorhan-
den und beweist seine Spezifitdt beim Menschen sowie bei der Maus (Bennett et al. 2016).
CD68 ist ein weiterer Marker, bei dem es sich um ein transmembrandéses Protein handelt, das
bei Gewebsmakrophagen und Monozyten in der lysosomalen und zellularen Membran vor-
kommt. Das CD68 spielt eine Rolle bei der Interaktion mit low-density Lipoproteinen. CD68
wird als zusétzlicher Marker genutzt, um aktivierte Mikroglia darzustellen (Korzhevskii und
Kirik 2016; Hendrickx et al. 2017). Ein anderer Marker wére das CD11b, bei dem es sich um
einen Anteil des Komplementrezeptors CR3 handelt. Dieser Komplementrezeptor ist bei NK-

Zellen, neutrophilen Granulozyten, sowie mononukledren Phagozyten zu finden. CD11b lasst
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sich in Kombination CD45 zur Spezifizierung der Population nutzen. So sind mikrogliale Zel-
len CD11b/cHi9"/CD45%°" und gegensitzlich dazu Makrophagen CD11b/cHi9"/CD45M19" (Badie
und Schartner 2000; Korzhevskii und Kirik 2016). Das genannte CD45 ist ein Antigen, das bei
fast allen hdmatopoetischen Zellen, auler den reifen roten Blutkdrperchen, vorkommt (Nakano
et al. 1990). Das HLA-DR Antigen, was zur Gruppe der MHC |1 Proteinen gehért, kann eben-
falls bei der aktivierten Mikroglia Uber die spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden
(Korzhevskii und Kirik 2016).

2.5. Fragestellung im Rahmen der Dissertation

Bei der Radiotherapie im Kopf-Hals-Bereich, kommt es unweigerlich zu einer wiederholten
Exposition des Gehirns mit niedrigen Strahlendosen. Hohere Strahlendosen I6sen bekannter-
mafen eine Neuroinflammation im ZNS aus. Die Auswirkungen einer fraktionierten Niedrig-

Dosis-Bestrahlung des Gehirns ist weitgehend unklar.

Ziel der Arbeit ist es durch eine Quantifizierung von Iba-17-Zellen im Bereich des Gyrus den-
tatus eine potentielle Neuroinflammation im Hippocampus, ausgeldst durch eine fraktionierte
Niedrig-Dosis-Bestrahlung, nachzuweisen. Desweiteren sollen mdgliche Unterschiede hin-
sichtlich der ausgeldsten Neuroinflammation zwischen juvenilen und adulten Mdusen né&her
untersucht werden. Auch die Untersuchung von Unterschieden hinsichtlich der Verteilung von
Iba-1*-Zellen zwischen Stratum granulare des Gyrus dentatus und dessen Hilus soll Teil dieser

Arbeit sein.

Zu diesem Zweck wurden jungere und &ltere C57BI6-Mause fraktionierter 100mGy Ganzkor-
perbestrahlung ausgesetzt. Es wurden jeweils die Bedingungen 5x 100mGy, 10x 100mGy, 15x
100mGy und 20x 100mGy getestet, wobei die Untersuchungen des Gyrus dentatus jeweils 72h
nach der letzten Strahlungsapplikation erfolgten. Bei der Bedingung 20x 100mGy wurden zu-
sétzlich noch Untersuchungen 1 Monat, 3 Monate und 6 Monate nach Bestrahlungsende durch-
gefuhrt.
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3. Material und Methode

3.1. Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um juvenile und adulte mé&nnliche Mduse vom Stamm
C57BL6 (Charles River GmbH, Sulzbach). Als juvenil waren dabei 11 Tage alte Mause defi-
niert, wogegen man von adulten Méusen ab dem 56. Lebenstag sprach. Insgesamt wurden 84

Mause, dessen Alter bei der Totung von 21 bis zu 266 Tagen reichte, untersucht.

Bei den C57BL6 Mé&usen handelt es sich um einen der altesten und tierexperimentell meist
genutzten Maustamme. Dieser Mausstamm stammt von den C57BL Mausen ab, die im Jackson
Laboratory 1921 von C.C Little geziichtet wurden (Zurita et al. 2011).

3.2. Tierhaltung

Die Haltung erfolgte nach Tierschutzgesetz im Tierstall des Institutes fur Experimentelle Chi-
rurgie der Universitatsklinik Homburg/Saar. Zu maximal sechs Tieren pro Kafig wurden die
Méause in einem pathogenfreien Raum (Laminar Air Flow System) gehalten. Die Temperatur
betrug 22+ 2°C, sowie die Luftfeuchtigkeit 55+ 10%. Zudem wurden die Tiere einem 12h Tag-

Nacht-Rhythmus ausgesetzt. Standardfutter, sowie Trinkwasser standen ad libitum zur Verfi-

gung.

3.3. Bestrahlungsprotokoll

Die juvenilen und adulten C57BL6 Mause erhielten jeweils fraktionierte 100mGy Ganzkdrper-
bestrahlungen in einem Linearbeschleuniger (Artist™, Siemens). Bei den juvenilen Mausen
erhielten flr jede Bedingung jeweils 6 Mé&use eines Wurfes die fraktionierte Strahlengabe, wéh-
rend die restlichen 6 altersentsprechenden Mé&use als unbestrahlte Kontrollgruppe dienten. Bei
den adulten M&usen waren es jeweils 3 M&use die bestrahlt wurden, sowie 3 Mduse die als
unbestrahlte Kontrollgruppe dienten. Es sei anzumerken, dass dennoch nur jeweils 3 bestrahlte
und 3 unbestrahlte Mduse flr jede Bedingung, sowohl bei den adulten als auch bei den juvenilen
Mausen, fir die Untersuchung herangezogen wurden. Die erhdhte Anzahl an juvenilen Ver-

suchstieren sollte ein ausreichendes Uberleben der jungen Tiere garantieren.

Die entsprechenden Mdause wurden in einem Plexiglaszylinder mit 18cm Durchmesser plat-

ziert. Um eine Homogenitat der Strahlung zu gewéhrleisten wurde der Zylinder mit einer 1,5cm
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3. Material und Methode

dicken Acrylplatte bedeckt. Folgende Bedingungen lagen bei der Bestrahlung vor: das Strah-
lenfeld betrug 30x30cm, der Kolimatorwinkel betrug 0°, der Gantry-Winkel betrug 0°, die
Strahlenenergie betrug 6MV und die applizierte Dosis 100mGy.

Um eine tagliche Bestrahlungsserie nachzuahmen, wurde unter der Woche von montags bis
freitags immer zur gleichen Uhrzeit (8.00 Uhr) bestrahlt. Die Kohorten juveniler und adulter
Mause wurden mit 5x 100mGy, 10x 100mGy, 15x 100mGy und 20x 100mGy bestrahlt. Die
T6tung erfolge jeweils 72h nach der letzten Bestrahlung. Um auch die Langzeitschaden der
Niedrig-Dosis-Bestrahlung zu untersuchen, wurden bei weiteren Kohorten juveniler und adul-
ter Méuse 20x 100mGy appliziert, die intrakardiale Perfusion erfolgte jedoch erst nach 1, 3

bzw. 6 Monaten, um die Langzeiteffekte untersuchen zu kénnen.

100 mGy

P11 Q& Ps6
e -~

juvenile adult

| | | |
72h 72h 72h | | | |

72h 1 Monat 3 Monate 6 Monate

Ganzkorperbestrahlung,
6MV Photonen

Fraktionierte Niedrig-Dosis-Bestrahlung

Abbildung 3-1: Darstellung des Bestrahlungsprotokolls (Laborintern)

Fraktionierte Bestrahlungserien (5x 100mGy, 10x /00mGy...) der juvenilen und adulten Mause
mit Entnahme der Gehirns 72h, 1 Monat, 3 Monate und 6 Monate nach der Bestrahlung. P11
bezeichnet dabei eine initial 11 Tage alte Maus (juvenil), wobei es sich bei P56 um eine bei
Bestrahlungsstart 56 Tage alte Maus(adult) handelt.
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3.4.T6tung der Tiere und Herstellung der Gewebeschnitte

Alle Tiere wurden nach Versuchstierordnung mittels intraperitonealer Injektion andsthesiert
(Ketamin (120ug/kg) /Rompun(16ug/kg) in einer 0,9%NaCl Lésung). Die Méuse wurden an-
schlieBend mittels einer 37°C warmen Salin/Formaldehyd Losung intrakardial perfundiert. Es
wurden Testis, Lunge, Leber, Herz, Darm, Haut, Niere und Gehirn entnommen. Jedes Organ
wurde einzeln in einer 4 %-igen neutral gepufferten Paraformaldehyd-Ldsung 24 Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert.

Nach diesen 24h wurde eine Dehydratation der Gewebe durch eine aufsteigende Alkoholreihe
vorgenommen. Es folgte eine Behandlung mit Xylol, woraufhin die Organe in Paraffin einge-
bettet wurden. Die eingebetteten Paraffinblécke wurden vor dem Schneiden 24 Stunden in ei-
nem - 20° C kalten Eisfach platziert. Mittels Mikrotoms (Leica RM2235) wurde der Gehirnpa-
rafinblock in 4um dunne Scheiben geschnitten. Vom Bregma -1,9mm aus erfolgten 50 Schnitte.
Es sollte so garantiert werden, dass bei allen Versuchstieren definierte Hippocampusanteile un-
tersucht werden konnten. Jeweils ein Schnitt aus einer gleichwertigen Hippocampusregion von
jeweils drei gleichwertig bestrahlten Méausen wurde auf einen Objekttréger Gbertragen, sodass

ingesamt drei Gehirnschnitte von drei distinkten M&usen auf einem Trager resultierten.

3.5. Farbungsprotokoll: Iba-1 Antikérper

Die Trager wurden zundchst zur Fixierung 1 Stunde bei 56° C im Ofen aufgebacken. Es folgte
nach der Abkulhlung eine Entparafinierung, indem die Trager fur jeweils 7 Minuten in 3 se-
quenziellen Schalen mit 100% Xylol belassen wurden. Eine Entwésserung der Schnitte wurde
mittels einer absteigenden Ethanolreihe (99%,96%,90%,80%,70%) vorgenommen. Zur Anti-
genmaskierung folgte ein einstiindiges Kochen (96°C) in Citratpuffer (Dakro, Retrivial Puffer,
pH6). AnschlieRend wurden die Trager 1 Stunde mittels verdinntem Immunoblock (1:10) in-
kubiert, so dass unspezifische Bindungsstellen geséttigt wurden. Der polyklonale Ziegenanti-
korper Anti-lba-1 (Novus) wurde anschlielend in der Verdinnung 1:500 (in Immunoblock) auf
die Gehirnschnitte gegeben. Diese wurden mit einem Deckgldschen abgedeckt und in der
Feuchtkammer bei 4°C uber Nacht inkubiert.

Am Folgetag wurden die Deckglaser wieder entfernt und die Tréger 3x10 Minuten in PBS (pH
7,4) gewaschen. Es folgte eine Inkubation der Gewebeschnitte mit dem Fluorochrome gekop-
pelten Sekundé&rantikorper (Alexa Fluor 568-conjugated Rabbit-anti-Goat) mit einer Verdin-
nung 1:400 fiir 1 Stunde. Danach wurden die Schnitte wieder 3x10 Minuten in PBS gewaschen

und anschlielend getrocknet. Das DAPI Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame,
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3. Material und Methode

CA) wurde zur Asservierung auf die Gewebeschnitte gegeben, wobei die Trager zur Aushar-

tung lichtgeschutzt bei 4° C gelagert wurden.

3.6. Auszahlung mittels Fluoreszenzmikroskop

Zur Auswertung der Iba-1"-Zellen im Stratum granulare des Gyrus dentatus sowie dem zuge-
horigen Hilus, wurden die Gehirnschnitte unter dem Mikroskop (Nikon Eclipse E600), ausge-
stattet mit einer Fluoreszenzlampe und dazugehérigem Analysesoftware, betrachtet. Die mar-
kierten Zellen wurden jeweils unter einem DAPI (382-477nm) und TEXAS RED (542-644nm)
Filter ausgezahlt.

Zur Messung der Anzahl der Iba-17-Zellen, wurde die Flache des Hilus und des Stratum granu-
lare des Gyrus dentatus bei 4-facher VergroRerung berechnet. Zur Feststellung von mdglichen
Unterschieden hinsichtlich der Dichte an lba-1*-Zellen zwischen dem Hilus und dem Stratum
granulare, wurden die einzelnen Flachen bei einigen Konditionen getrennt berechnet. Um den
systematischen Fehler gering zu halten, wurden bei den restlichen Bedingungen sofort die Ge-
samtflachen (Stratum granulare und Hilus) gemessen. Die Zellen wurden bei 60-facher Vergro-
Rerung ausfindig gemacht. Eine Zelle konnte dabei als eindeutig Iba-1*-Zelle bezeichnet wer-
den, wenn bei ein und derselben Zelle gleichzeitig ein positives Signal unter dem DAPI- (382-
477nm), sowie dem TEXAS RED-(542-644nm) Filter vorlag. Die Zugehorigkeit zum Gyrus
dentatus war so definiert, dass eine Iba-1"-Zelle nicht weiter als den eigenen Zelldurchmesser
von der restlichen Granularzell-Ansammlung des Gyrus dentatus entfernt sein durfte oder klar
dem Hilus zuzuordnen war. Nachdem die Flachen berechnet und die Iba-1*Zellen ausgemacht

waren, konnte die Dichte an Iba-1*-Zellen berechnet werden.

Ausgezahlt wurde gleichzeitig immer eine Bedingung, wobei die Kontrollgruppe und die be-
strahlte Gruppe verblindet ausgezahlt wurden. Es lagen bei einer bestrahlten Gruppe (3 unter-
schiedliche Méuse) jeweils 3 Gehirnschnitte aus einer gleichwertigen Hippocampus-Region auf
einem Tréger vor. Es sei anzumerken, dass durch die Auswahl von Schnitten, die gleich weit
voneinander entfernt waren, 3 entsprechende biologische Replikate fir jede Maus zur Verfi-
gung standen. Der Abstand zwischen dem untersuchten Schnitt und dem ihm folgenden Schnitt
betrug immer etwa 80um. Es wurde also fiir die bestrahlte Gruppe bei jeder Bedingung 3 Tréager
mit jeweils 3 Gehirnschnitten von 3 verschiedenen M&usen untersucht. Gleiches galt fiir die

unbestrahlte Kontrollgruppe.

Ausgezahlt wurden der linke und der rechte Gyrus dentatus, was zu n=18 fiir eine bestrahlte
Gruppe fuhrte. Gleiches lag fir die altersentsprechende Kontrollgruppe vor.
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Abbildung 3-2: Vorgehen bei der Oberflachenberechnung

Einkreisung (griine Umrandung) des Hilus und den ihn umgebenden Gyrus dentatus, zur Be-
rechnung der Oberflache mittels mikroskopzugehdrigem Computerprogramm.

3.6. Statistische Auswertung

Um eine mogliche Differenz zwischen der bestrahlten Gruppe und der Kontrollgruppe festzu-
stellen, wurde der 2-tailed Mann-Whitney U Test fur jede Bedingung angewandt. Der kritische
Wert betrug fur die Signifikanz der Ergebnisse gleich p <0.01. Alle Graphen und Fehlerbalken

wurden mittels Microsoft® Excel erstellt.
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4. Ergebnisse

4.1. Bestrahlte juvenile C57BL6 Mause

4.1.1 Juvenil 5x 100mGy 72h, 10x 100mGy 72h

Die unbestrahlten Kontrollgruppen weisen etwa 50 Iba-1*-Zellen/mm? im Bereich des Stratum
granulare des Gyrus dentatus und des entsprechenden Hilus auf. Sowohl die bestrahlte Gruppe
5x 100mGy als auch die Gruppe 10x 100mGy verzeichnen mit 52,68 und 57,12 Iba-1"-Zel-
len/mm? einen geringen, aber nicht signifikanten Anstieg (p< 0.01).

Iba-1*-Zellen im juvenilen Gyrus dentatus
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Abbildung 4-1: Ergebnisse juvenil fir 5x 100mGy 72h /10x 100mGy 72h

Quantifizierung der Iba-1*-Zellen im Gyrus dentatus von juvenilen C56BI6-Mausen nach Be-
strahlung mit 5x 100mGy und 10x 100mGy 72h nach Betsrahlungsende im Vergleich zu den
altersentsprecheneden Kontrollgruppn.

** signikanter Unterschied zur altersentsprecheden Kontrollgruppe sowie der vorangegange-
nen bestrahlten Bedingung (p< 0.01)
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4.1.2. Juvenil 15x 100mGy 72h, 20x 100mGy 72h, 20x 100mGy
1Mo.

Die unbestrahlten Kontrollgruppen weisen wiederum etwa 50 lba-1*-Zellen/mm? im Bereich
des Stratum granulare und des entsprechenden Hilus auf. 72h nach 15x 100mGy zeigt sich mit
61,15 Iba-1*-Zellen/mm? ein signifikanter Anstieg von 27,4% zur entsprechenden Kontroll-
gruppe (p<0.01). 72h nach 20x 100mGy ist mit 72,98 Iba-1"-Zellen/mm2 ein entsprechend sig-
nifikanter Anstieg von 41,8% zur Kontrollgruppe zu verzeichnen. Auch 1 Monat nach Bestrah-
lung mit 20x 100mGy zeigt sich noch ein signifikanter Anstieg, mit 62,68 lba-1*-Zellen/mm?,
dies entspricht einer Steigerung von 24,3% im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Iba-1*-Zellen im juvenilen Gyrus dentatus
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Abbildung 4-2: Ergebnisse fir juvenil 15x 100mGy 72h/ 20x 100mGy 72h/ 20x 100mGy 1Mo.

Quantifizierung der Iba-1*-Zellen im Gyrus dentatus von juvenilen C56BI6-Méausen nach Be-
strahlung mit 15x 100mGy und 20x 100mGy 72h sowie 1 Monat nach Betsrahlungsende im
Vergleich zu den altersentsprecheneden Kontrollgruppen.

** signikanter Unterschied zur altersentsprecheden Kontrollgruppe sowie der vorangegange-
nen bestrahlten Bedingung (p<0.01)
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Mikroskopische Darstellung der Iba-1"-Zellen im juvenilen Hi

Juvenil Kontrolle Juvenil 15x 100mGy 72

Juvenil 20x 100mGy 72h Juvenil 20x 100mGy 1Monat

Abbildung 4-3: Ansicht juvenil Kontrolle, 15x 100mGy 72h, 20x 100mGy 72h, 20x 100mGy 1Mo.

Mikroskopische Ansicht 20x vergroRert, eindeutige Iba-1*-Zellen(rosa) sind jeweils durch einen
Pfeil markiert.




4. Ergebnisse

4.1.3. Juvenil 20x 100mGy 3 Mo. und 20x 100mGy 6 Mo.

Die unbestrahlte Kontrollgruppe zu 20x 100mGy mit Untersuchung nach 3 Monaten weist 48
Iba-1*-Zellen/mm?im Bereich des Stratum granulare und des entsprechenden Hilus auf. Bei der
altersentsprechenden Kontrollgruppe zu 20x 100mGy mit Untersuchung nach 6 Monaten ist ein

Anstieg auf 62,88 Iba-1*-Zellen/mm? zu verzeichnen.

Sowohl 3 Monate nach Bestrahlung mit 20x 100mGy, als auch 6 Monate nach 20x 100mGy
Bestrahlung ist mit 54,07 und 59,54 lba-1*- Zellen/mm? kein signifikanter Riickgang oder An-
stieg zu den entsprechenden Kontrollgruppen zu verzeichnen (p< 0.01).

Iba-1*- Zellen im juvenilen Gyrus dentatus
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Abbildung 4-4: Ergebnisse juvenil 20x 100mGy 3Mo. /20x 100mGy 6Mo.

Quantifizierung der Iba-1*-Zellen im Gyrus dentatus von juvenilen C56BI6-Mausen nach Be-
strahlung mit 20x 100mGy 3Monate sowie 6Monate nach Bestrahlungsende im Vergleich zu
den altersentsprechenden Kontrollgruppen.

** signifikanter Unterschied zur altersentsprecheden Kontrollgruppe sowie der vorangegan-
genen bestrahlten Bedingung (p<0.01)

-34-



4. Ergebnisse

4.2. Bestrahlte adulte C57BL6 Mause

4.2.1. Adult 5x 100mGy 72h, 10x 100mGy 72h

Die adulten altersentsrechenden unbestrahlten Kontrollgruppen zu 5x 100mGy 72h und 10x
100mGy 72h weisen etwa 48 lba-1*-Zellen/mm? im Bereich des Gyrus dentatus auf. Sowohl
die bestrahlte Gruppe 5x 100mGy, als auch die Gruppe 10x 100mGy weisen 72h nach Bestrah-
lungsende mit 43,53 und 51,24 Iba-1*-Zellen/mm? keinen fiir p< 0.01 signifikanten Unterschied

zu ihren entsprechenden Kontrollgruppen auf.

Iba-1*-Zellen im adulten Gyrus dentatus
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Abbildung 4-5: Ergebnisse adult 5x 100mGy 72h /10x 100mGy 72h

Quantifizierung der Iba-1"-Zellen im Gyrus dentatus von adulten C56BI6-Mausen nach Be-
strahlung mit 5x 100mGy und 10x 100mGy 72h nach Betsrahlungsende im Vergleich zu den
altersentsprecheneden Kontrollgruppen.

** signikanter Unterschied zur altersentsprecheden Kontrollgruppe sowie der vorangegange-
nen bestrahlten Bedingung (p<0.01)
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4.2.2. Adult 15x 100mGy 72h, 20x 100mGy 72h, 20x 100mGy
1Mo.

Die unbestrahlte Kontrollgruppe zu 15x 100mGy 72h stellt sich mit etwa 45 Iba-1*-Zellen/mm?
dar. 48,9 Iba-1*-Zellen/mm? wiest die Kontrollgruppe zu 20x 100mGy 72h im Bereich des Stra-
tum granulare des Gyrus dentatus und dessen Hilus auf. Die Kontrollgruppe zu 20x 100mGy
1Mo. zeigt etwa 54 Iba-1*-Zellen/mm?.

72h nach Bestrahlung mit 15x 100mGy ist mit 57,84 Iba-1*-Zellen/mm? ein signifikanter An-
stieg von 28,4% zur entsprechenden Kontrollgruppe feststellbar. Die bestrahlte Gruppe 20x
100mGy 72h nach Bestrahlungsende zeigt mit 73,07 Iba-1"-Zellen/mm2 einen signifikanten
Anstieg von 49,4% zur altersentsprechenden Kontrollgruppe (p<0.01). Auch 1 Monat nach 20x
100mGy ist mit 63,44 Iba-1*-Zellen/mm? eine signifikante Steigerung von 17,6% im Vergleich

zur Kontrollgruppe nachweisbar.

Iba-1*- Zellen im adulten Gyrus dentatus
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Abbildung 4-6: Ergebnisse adult 15x 100mGy 72h/ 20x 100mGy 72h/ 20x 100mGy 1Mo.

Quantifizierung der Iba-1"-Zellen im Gyrus dentatus von adulten C56BI6-Mausen nach Be-
strahlung mit 15x 100mGy und 20x 100mGy 72h sowie 1 Monat nach Bestrahlungsende im
Vergleich zu den altersentsprechenden Kontrollgruppen.

** signikanter Unterschied zur altersentsprechenden Kontrollgruppe sowie der vorangegange-
nen bestrahlten Bedingung (p<0.01)
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Mikroskopische Dartsellung der Iba-1"-Zellen im adulten Hi

Adult Kontrolle Adult 15x 100mGy 72h

Adult 20x 100mGy 72h Adult 20x 100mGy 1Monat

Abbildung 4-7: Ansicht adult Kontrolle,15x 100mGy 72h, 20x 100mGy 72h, 20x 100mGy 1 Mo.

Mikroskopische Ansicht 20x vergréBert, eindeutig Iba-1"Zellen(rosa) sind jeweils durch einen Pfeil
markiert.
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4.2.3. Adult 20x 100mGy 3 Mo., 20x 100mGy 6Mo.

Die altersentsprechenden Kontrollgruppen zu 20x 100mGy 3 Mo. und 20x 100mGy 6 Mo. wei-
sen mit 61,83 und 59,11 Iba-1*-Zellen/mm? im Stratum granulare und entsprechendem Hilus

erhdhte Werte im Vergleich zu den restlichen adulten Kontrollgruppen auf.

3 Monate nach der Bestrahlung mit 20x 100mGy ist mit 64,62 lba-1*-Zellen/mm? kein signifi-
kanter Unterschied zur entsprechenden Kontrollgruppe zu verzeichnen. Die mit 20x 100mGy
bestrahlte Gruppe 20x 100mGy weist 6 Monate nach Bestrahlungsende mit 58,79 Iba-1"-Zel-
len/mm? einen fast identischen Wert zur Kontrollgruppe auf.

Iba-1*-Zellen im adulten Gyrus dentatus
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Abbildung 4-8: Ergebnisse fur adult 20x 200mGy 3 Mo. /20x 100mGy 6 Mo.

Quantifizierung der Iba-1"-Zellen im Gyrus dentatus von adulten C56BI6-Mausen nach Be-
strahlung mit 20x 100mGy 3 Monate sowie 6 Monate nach Bestrahlungsende im Vergleich zu
den altersentsprechenden Kontrollgruppen.

** signikanter Unterschied zur altersentsprechenden Kontrollgruppe sowie der vorangegange-
nen bestrahlten Bedingung (p< 0.01)
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4.3. Vergleich bestrahlter juveniler und adulter Mause

Mit 27,4% Steigerung zur Kontrollgruppe ist die juvenile bestrahlte Gruppe 72h nach 15x
100mGy annéhernd vergleichbar mit der unter gleichen Bedingungen untersuchten adulten be-
strahlten Gruppe (28,4%). Die juvenile bestrahlte Gruppe ist 72h nach 20x 100mGy mit 41,8%
hoheren Werten zur Kontrollgruppe nicht signifikant verschieden zur gleich bestrahlten adulten
Gruppe, die eine Steigerung von 49,9% aufweist. In gleicher Hinsicht sind bei den Gruppen die
1 Monat nach 20x 100mGy untersucht wurden, die juvenile bestrahlte Gruppe mit 24,3% nicht
signifikant different zur adulten bestrahlten Gruppe mit 17,6%.

Iba-1*-Zellen im juvenilen Gyrus dentatus

80 -~ * %
70 A+ *% * %
T I
E 60
50 7 o E I = = I
3 40 -
N
+l 30 _
N
g 20 A
10 A
0
5x100mGy 10x100mGy 15x100mGy 20x100mGy 20x100mGy 20x100mGy 20x100mGy
72h 72h 72h ** 72h** 1Monat**  3Monate  6Monate
Kontrollgruppe M Bestrahlte Gruppe *xsignifikant fir p< 0,01
zu Kon.Grup. und vorheriger Bedingung
Iba-1*-Zellen im adulten Gyrus dentatus
80 A *%
70 + sk
~ %%k
E 60 - I I
< I
50 +
§ I = 1 I
o 40 A
N
4 30 4
-
© 20 1
=2
10 ~
0

5x100mGy 10x100mGy 15x100mGy 20x100mGy 20x100mGy 20x100mGy 20x100mGy
72h 72h 72h ** 72h** 1Monat*  3Monate  6Monate

Kontrollgruppe  m Bestrahlte Gruppe **Signifikant fur p< 0,01

zu Kon.Grup. und vorheriger Bedingung

Abbildung 4-9: Ubersicht der bestrahlten juvenilen und adulten C57BI6 Mause

Quantifizierung der Iba-1"-Zellen im Gyrus dentatus von adulten und juvenilen C56BI6-Mau-
sen nach Bestrahlung mit 5x 100mGy, 10x 100mGy, 15x 100mGy und 20x 100mGy 72h sowie
1 Monat, 3 Monate und 6 Monate nach Bestrahlungsende im Vergleich zu den altersentspre-
chenden Kontrollgruppen.

-39 -



4. Ergebnisse

4.4. Verteilung der lba-1*-Zellen zwischen Stratum granu-
lare und Hilus

4.4.1. Verteilung bei juvenil 5x 100mGy 72h und 20x 100mGy 72h

Fir die Kontrollgruppe zu 5x 100mGy 72h besteht mit 54,7 Iba-1*-Zellen/mm?2 im Stratum
granulare des Gyrus dentatus und 41,5 Iba-1*-Zellen/mm2 im Hilus kein signifikanter Unter-
schied. Bei der bestrahlten Gruppe 5x 100mGy mit Untersuchung 72h nach Bestrahlungsende
liegt mit 57,89 Iba-1*-Zellen/mm? im Stratum granulare und 49,2 Iba-1*-Zellen/mm? im Hilus

ebenfalls keine signifikante Differenz vor.

Signifikant ist mit 59,4 Iba-1*-Zellen/mm? im Stratum granulare die Differenz zum Hilus, der
41,71 Iba-1*-Zellen/mm? bei der Kontrollgruppe zu 20x 100mGy 72h aufweist. Dies bedeutet
einen um 42,4% erhéhten Wert im Stratum granulare im Vergleich zum entsprechenden Hilus.
Bei der bestrahlten Gruppe 20x 100mGy mit Untersuchung 72h nach Bestrahlungsende liegt
mit 79,21 Iba-1*-Zellen/mm?2 im Stratum granulare und 64,2 lba-1*- Zellen/mm?2 im Hilus ein
signifikanter Unterschied von 23,4% vor (p< 0.01).

Verteilung Iba-1*-Zellen Stratum granulare-Hilus
juvenil
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Abbildung 4-10: Verteilung der Iba-1*- Zellen zwischen dem juvenilen Str.gran. und Hilus

Untersuchung der Verteilung der Iba-1*-Zellen zwischen Stratum granulare und Hilus des
Gyrus dentatus durch Quantifizierung der Iba-1*-Zellen im Gyrus dentatus von unbestrahlten
sowie mit 5x 100mGy und 20x 100mGy (Untersuchung nach 72h) bestrahlten juvenilen
C56BI6-Méausen.
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4.4.2. Verteilung bei adult 5x 100mGy 72h und 20x 100mGy 72h

Fir die Kontrollgruppe zu 5x 100mGy 72h besteht mit 62,23 Iba-1"Zellen/mm? im Bereich des
Stratum granulare des Gyrus dentatus und 26,03 Iba-1*Zellen/mm?2 im Hilus ein signifikanter
Unterschied. Dies entspricht einem um 239% héheren Wert im Stratum granulare im Vergleich
zum Hilus. Bei der bestrahlten Gruppe 5x 100mGy mit Untersuchung 72h nach Bestrahlungs-
ende liegt mit 57,96 Iba-1*Zellen/mm? im Stratum garnulare und 26,09 lba-1*Zellen/mm? im
Hilus ebenfalls eine signifikante Differenz vor. Prozentual gesehen liegt auch hier ein um 222%

hoheres Ergebnis im Stratum granulare verglichen zum Hilus vor.

Bei der Kontrollgruppe zu 20x 100mGy 72h ist mit 53,84 Iba-1*Zellen/mm? im Stratum granu-
lare die Differenz zum Hilus, der lediglich 43,92 Iba-1*Zellen/mm?2 aufweist, nicht signifikant.
72h nach Bestrahlung mit 20x 100mGy ist mit 83,74 Iba-1*Zellen/mm?2 im Stratum granulare
und 58,2 Iba-1"Zellen/mm? im Hilus, was einem 43,9% erhdhten Wert entspricht, ein signifi-

kanter Unterschied vorhanden.

Verteilung Iba-1*Zellen Stratum granulare-Hilus
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Abbildung 4-11: Verteilung der Iba-1+ Zellen zwischen dem adulten Str.gran. und Hilus
Untersuchung der Verteilung der Iba-1"Zellen zwischen Stratum granulare und Hilus des
Gyrus dentatus durch Quantifizierung der Iba-1*Zellen im Gyrus dentatus von unbestrahlten
sowie mit 5x 100mGy und 20x 100mGy (Untersuchung nach 72h) bestrahlten juvenilen
C56BI6-Mausen.
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4.5. Iba-1"Zellen im unbestrahlten alternden Gyrus denta-
tus und Hilus

Es besteht mit 49,09 Iba-1*Zellen/mm? bei den 18 Tage alten unbestrahlten Mausen ein signi-
fikanter Unterschied zu den 221 Tage alten Mausen, die 62,88 Iba-1*Zellen/mm?2 im Stratum
granulare und Hilus aufweisen. Dies entspricht einer Steigerung von 28% im Vergleich zu den

18 Tage alten Mé&usen.

Bei den 63 Tage alten unbestrahlten Mausen zeigen sich 48,39 Iba-1*Zellen/mmz2, wahrend die
266 Tage alten Méause zudem 59,11 Iba-1*Zellen/mm?2 im Gyrus dentatus vorweisen. Auch hier
ist eine signifikante Steigerung von 22,2% im Vergleich zu den 63 Tage alten Mausen zu ver-
zeichnen. Auch bei den 168 Tage alten Mé&usen zeigt sich mit 61,83 Iba-1*Zellen/mm? ein sig-

nifikantes Ergebnis im Vergleich zu 63 Tage alten Mausen.

Iba-1+ Zellen im alternden Gyrus dentatus

p63 p123 p168 p221 p266
Alter(Tage) der unbestrahlten C57BL6 Mause
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*signifikant zu p18 **signifikant zu p63
Abbildung 4-12 Vergleich der unbestrahlten Mause verschiedenen Alters

Untersuchung der Iba-1*Zellen im alternden Gyrus dentatus durch Quantifizierung der Iba-
1*Zellen im Gyrus dentatus von unbestrahlten 18 Tage(p18), 63 Tage(p63), 123 Tage(p123),
168 Tage (p168), 221 Tage (p221) und 266 Tage(p266) alten C56BI6-Mausen. Zur Signifikanz-
prifung wurde jeweils innerhalb der primar juvenilen (p18, p123, p221) oder priméar adulten
Kohorten (p63, p221, p266) verglichen.

(Signifikant fir p<0.01 zu p18 juvenil oder zu p63 adult)
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5. Diskussion

5.1. Interpretation der Ergebnisse

Bei der Strahlentherapie im Kopf-Hals-Bereich kommt es regelmaRig zu Strahlenbelastungen
des Gehirns, wenn auch nur mit niedrigen Dosen. Diese Untersuchungen ermdglichen es die
Auswirkungen einer Niedrig-Dosis-Bestrahlung auf die Neuroinflammation im Bereich des
Gyrus dentatus zu analysieren. Dabei wurde eine fraktionierte Bestrahlung mit 100mGy uber
verschiedene Zeitspannen appliziert, und eine Quantifizierung von Iba-1"Zellen im Stratum

granulare des Gyrus dentatus und dessen Hilus durchgefihrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass nach langerem Applikationszeitraum eine Neuroinflammation in-
duziert wurde, was sich in einem Anstieg der Iba-1*Zellen im Hippocampus bemerkbar machte.
Dabei waren flr das juvenile, sowie das adulte Individuum keine nennenswerten Unterschiede
feststellbar. Bei beiden ist 72h nach 15x 100mGy und 20x 100mGy, sowie 1 Monat nach 20x
100mGy ein deutlicher Anstieg an Iba-1"Zellen festzustellen, was dementsprechend als eine
verstarkte Neuroinflammation zu interpretieren ist. Nachuntersuchungen die 3 Monate oder 6
Monate nach Bestrahlung vorgenommen wurden, zeigen keine spezifische auf Niedrig-Dosi-
Bestrahlung zurtickzufiihrende Neuroinflammation. Hier spielt jedoch der Faktor des Alterns
des Individuums eine zunehmend groRere Rolle, was sich in einer basal verstiarkten Neuroin-
flammation niederschlagt. So waren bei unbestrahlten Mausen ab dem 168 Lebenstag eine sig-
nifikant erhéhte Anzahl an Iba-1*Zellen im Gyrus dentatus nachzuweisen. Dabei scheint sich
die strahleninduzierte Neuroinflammation auf das zellreiche Stratum granulare zu konzentrie-
ren, was maoglicherweise einen Hinweis auf eine strahleninduzierte neuroinflammative Trigge-
rung gibt. In diesem Zusammenhang ist zu bedenken, dass die Stammzellen des Gyrus dentatus,
welche im Stratum granulare anséssig sind, stark durch duf3ere Reize beeinflusst werden (Kem-

permann et al. 2004).

Nicht signifikant waren die Ergebnisse fiir die nur kurz bestrahlten juvenilen und adulten Grup-
pen, die 72h nach 5x 100mGy und 10x 100mGy untersucht wurden. Offenbar reichen 100mGy
Strahlendosen, die (iber einen zu kurzen Zeitraum verabreicht wurden nicht aus, um eine sicher
nachweisbare Neuroinflammation im Bereich des Gyrus dentatus zu provozieren. Zwischen
den einzelnen applizierten Strahlendosen scheint es dem Gehirn zu gelingen die repetetive Noxe

auszugleichen und eine zunehmende Neuroinflammation vorerst zu unterdriicken. So zeigt sich
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beim Vergleich zwischen den Gruppen 72h nach 5x 100mGy und 10x 100mGy und den alters-
entsprechenden Kontrollgruppen sogar in Einzelfallen eine tendenziell niedrigere Zahl an Iba-
1*Zellen als bei den bestrahlten Gruppen. Dies unterstreicht wiederum die neuroinflammative
Unberihrtheit des Gehirnes nach zu kurzer Applikation von niedrigen Dosen. Man bedenke
jedoch, dass solch kurze therapeutische Bestrahlungszeitraume (5%, 10x fraktionierte Bestrah-
lung) klinisch untypische Bestrahlungsprotokolle darstellen und somit eine etwas untergeord-
nete Rolle spielen.

Bei den Bedingungen 72h nach 15x 100mGy und 20x 100mGy war ein signifikanter Anstieg
der lba-1*Zellen zu verzeichnen. Nach 15 und 20 Applikationen ist die Akkumulation der bis
dato applizierte Niedrig-Dosen-Strahlung ausreichend, um eine nachweisbare Neuroinflamma-
tion auszuldsen. Ob der Anstieg der Iba-1*Zellen schlussendlich das Resultat einer lokalen Ver-
mehrung von mikroglialen Zellen, einem Einwandern aus benachbarten Arealen oder einem
Zuwachs aus dem Pool der Blutmonozyten ist, ist mittels des benutzten Antikdérpers und den
daraus generierten Ergebnissen nicht nachzuvollziehen. Dazu musste man beispielweise auf
eine CD11b/c /CDA45 Farbung zurlickgreifen. Tatsachlich ist ndmlich bei einmalig applizierten
Dosen von 10 Gy, ein Einwandern von Makrophagen aus der Peripherie nachgewiesen worden
(Morganti et al. 2014). Zwischen den adulten und juvenilen Mausen besteht kein signifikanter
Unterschied in der strahleninduzierten Neuroinflammation. Mdglicherweise zeigt also bei bei-
den Gruppen der Gyrus dentatus, mit seinen zur Neurogenese fahigen Stammzellen, eine &hn-

liche neuroinflammative Strahlensensibilitat.

Auch nach 1 Monat zeigt sich immer noch eine signifikante, durch repetitive 100mGy Strah-
lenexposition verstarkte, Neuroinflammation. VVon der Auspragung her entspricht es in etwa
der Neuroinflammation die 72h nach 15x 100mGy feststellbar ist. Somit war die Neuroin-
flammtion wiederum weniger ausgepragt als 72h nach Bestrahlung mittles 20x 100mGy. Es ist
nicht eindeutig nachzuvollziehen, ob es sich bei der weiterhin gesteigerten Neuroinflammation
nach 1 Monat, tatséachlich um eine strahleninduzierte Chronifizierung handelt. So kann es sich
lediglich um das Ergebnis eines langsamen Riickganges der durch langandauernde konsekutive
Niedrig-Dosis-Strahlung signifikant erhdhte Neuroinflammation handeln. Es ware also nur das
Resultat einer ricklaufigen Neuroinflammation, die ihren Ursprung in den 20x 100mGy Be-
strahlungsfraktionen findet. Entscheidend wére hier die Beobachtung von Mausen, bei denen
1,5 Monate und 2 Monate nach der Bestrahlung der Gyrus dentatus auf Iba-1*Zellen untersucht
wird. Es fallt ebenfalls schwer die Ergebnisse der adulten Gruppe, die 3 Monate nach 20x

100mGy untersucht wurden, in Beziehung zu einem chronischen Entzindungsprozess zu
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setzen. Schuld daran ist die zunehmend durch das Alter beeinflusste Neuroinflammation. So
gehen die strahleninduzierte und die altersbedingte Neuroinflammation kontinuierlich im Laufe
der Beobachtung ineinander tber und lassen bei den entscheidenden Gruppen fir eine Unter-

suchung der chronischen Vorgénge keine klare Distinktion mehr zu.

Bei der juvenilen Gruppe 20x 100mGy mit Untersuchung 3 Monate nach Bestrahlungsende
lassen sich die Langzeitauswirkungen erahnen, da aus der Kontrollgruppe ersichtlich wird, dass
noch keine altersbedingte Zunahme der Neuroinflammtion stattgefunden hat. Bei dieser Gruppe
waren die Ergebnisse mit p<0,51 nicht signifikant. Die erhéhten Werte nach 3 Monaten zeigen
dabei aber die Tendenz zur weiterhin erhohten, strahleninduzierten Neuroinflammation. Auch
hier wird ersichtlich, dass auch die Beobachtungszeitraume 1,5 Monate und 2 Monate nach
Bestrahlung genauer untersucht werden missen. Dadurch, dass es bei der 168 Tage alten juve-
nilen Kontrollgruppe noch zu keinem altersbedingten Anstieg der Neuroinflammation kam,
wird auch 1,5 Monaten und 2 Monaten nach Bestrahlungsende voraussichtlich nicht mit einer

zusatzlich altersbedingten Zunahme der Neuroinflammation zu rechnen sein.

Vergleicht man adulte und juvenile unbestrahlte Gruppen wird ersichtlich, dass zwischen der
juvenilen und adulten Kontrollgruppe (p168 adult und p123 juvenil) nur 1,5 Monate Altersdif-
ferenz liegen. Wie bereits weiter oben beschrieben, ist bei der 168 Tage alten adulten Gruppe
eine signifikante Zunahme im Vergleich zu 63 Tage alten Mausen an Iba-1*Zellen zu verzeich-
nen. Bei der unbestrahlten 123 Tage alten juvenilen Gruppe ist dies nicht der Fall. Dies kann

als eine altersbedingte Zunahme der Neuroinflammation interpretiert werden.

Bei den juvenilen und adulten M&usen lasst sich 6 Monate nach 20x 100mGy hinsichtlich der
Iba-1" Zellen keine Differenz zwischen den Kontrollgruppen und den bestrahlten Gruppen fest-
stellen. Auch hier macht sich die altersbedingte Neuroinflammation bemerkbar und verdeckt

maogliche Effekte der Niedrig-Dosis-Bestrahlung.

Beim Vergleich zwischen Stratum granulare und Hilus zeigt sich, dass sowohl bei den Kon-
trollgruppen als auch bei den bestrahlten Gruppen eine signifikante oder tendenziell hohere
Anzahl an Iba-17Zellen im Stratum granulare des Gyrus dentatus zu finden ist. Die erhdhte
Préaferenz fir das Stratum granulare ist womoglich auf die erhohte Dichte an Zellen in jenem
Anteil zuriickzufthren. Der stark ausgepréagte Unterschied zwischen Stratum granulare und Hi-
lus bei p63 Kontrolle und p63 5x 100mGy 72h ist womdglich auf das Féarbeprotokoll zuriick-
zuflihren. Da es tatsdchlich die Préparate des ersten Farbungssatzes waren, kénnten Ungenau-

igkeiten beim Farbungsprozess zu dieser starken Differenz gefihrt haben.
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5.2 Kritische Betrachtung der Methodik

Versuchstiere

C57BL6 Méuse sind der alteste und meistgenutzte Mausstamm weltweit. Mit 84 Mdusen und
dementsprechend 6 Mdusen pro Bedingung (inklusive Kontrollgruppe) war die Anzahl der un-
tersuchten Tiere fur tatsachlich aussagekraftige Ergebnisse ausreichend. Eine hohere Anzahl
wirde die Aussagekraft der Ergebnisse weiter positiv beeinflussen. Besonders zum Zwecke der
Langzeituntersuchungen mussten weitere Mause fir die Bedingungen 20x 100mGy 1,5Monate

und 2 Monate herangezogen werden.

Bestrahlungsprotokoll

Das Bestrahlungsprotokoll entsprach mit 5-maliger Bestrahlung pro Woche einer typisch ver-
laufenden klinischen Bestrahlungstherapie. Die Uhrzeit der Bestrahlung war jeden Tag die glei-
che, sodass auch dies den klinischen Alltag reprasentiert. Die Nachuntersuchungen 1 Monat, 3
Monate und 6 Monate nach der Bestrahlung sollen die Langzeitauswirkungen der fraktionierten
Niedrig-Dosis-Strahlung auf die Neuroinflammation im Hippocampus darlegen. Weitere Un-
tersuchungen wie z.B. 1,5 Monate, 2 Monate und 2,5 Monate nach der Bestrahlung wirden die
Aussagekraft hinsichtlich einer moglichen Chronifizierung deutlich verbessern. Besonders bei
den juvenilen Mausen scheinen diese Intervalle interessant zu sein. Auch Nachuntersuchungen
(IMonat, 2Monate...) bei Bestrahlung mit 15x100mGy konnte die neuroinflammative Potenz

der Niedrig-Dosis-Bestrahlung im Gyrus dentatus weiter unterstreichen.

Die Tétung der Tiere 72h nach der letzten Bestrahlung war in Gegensatz zu einer friiheren
Tétung zu bevorzugen, um tatsachlich die kumulative und zeitabhangige Nuance der fraktio-
nierten Niedrig-Dosis-Bestrahlung hervorzuheben. In Wahrheit konnte die Kritik laut werden,
dass hauptsachlich die zuletzt applizierte Dosis fiir die erhéhte Anzahl an Iba-1*Zellen verant-
wortlich sei und man hier lediglich akute Effekte beobachten kdnne. Ergebnisse die eigentlich
nicht signifikant sind, wirden in diesem Fall pl6tzlich eine ihnen nicht gerechte Signifikanz
erhalten.

Die Auswirkungen einer mehrfach applizierten fraktionierten Niedrigdosis wiirden also durch

ein zu kurzes Intervall zwischen Bestrahlung und Tétung an Aussagekraft verlieren.
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Gewebeschnitte

Bei den Gewebeschnitten war es wichtig, dass bei allen Tieren jeweils Gewebeschnitte aus etwa
der gleichen Region des Gyrus dentatus gewonnen wurden. Die untersuchten Serienschnitte
hatten in etwa immer den gleichen Abstand zueinander (80um) und somit resultierten 3 biolo-
gische Replikate. Zudem soll der Gyrus dentatus und dessen zugehoriger Hilus in der Gesamt-
heit untersucht werden, was bedeutet, dass die Schnitte moglichst mehreren Arealen stammen
sollten. Zur Orientierung dient das Bregma, welches nach dem Hineinschneiden in den Paraf-
finblock, eine einigermalen sichere Methode zur Identifikation der einzelnen Anschnitte des
Gyrus dentatus darstellt. Es wurden jeweils 3 Gehirnschnitte von jeder Maus hergestellt. Zur
weiteren Verbesserung der Signifikanz der Ergebnisse ware die Auswertung von jeweils 4 Ge-

hirnschnitten pro Maus durchaus in Erwagung zu ziehen.

Farbungsprotokoll

Bei den Untersuchungen der Neuroinflammation im adulten und juvenilen Hippocampus wurde
der Antikorper gegen das Protein Iba-1 genutzt. Iba-1 ist dabei ein Marker, der bei der Mikrog-
lia sowie den Makrophagen vorkommt (lto et al. 1998). Iba-1 ist somit kein spezifischer Mar-
ker, der dazu dient ausschlie3lich phanotypisch eindeutige Mikroglia in Evidenz zu setzen. Die
Quelle der nachgewiesenen Entziindungszelle spielt jedoch fur diese Untersuchung eine unter-
geordnete Rolle. Das vermehrte Vorkommen von Iba-1* Zellen ist demzufolge mit einer ver-
starkten Neuroinflammation gleichzusetzen, da es mehrere Quellen der neuroinflammativen
Zellen mit einbezieht. Die Untersuchung eines Markers, der spezifisch nur die Mikroglia nach-
weist, wirde den Effekt der Niedrig-Dosis-Bestrahlung auf die Neuroinflammation womdéglich
nicht in ihrem vollen Umfang darstellen. Jedoch ist eine genauere Untersuchung der beteiligten
Subpopulationen der neuroinflammativen Zellen von Interesse. Eine CD11b/CD45 Flow Cyto-

metrie konnte zu diesem Zwecke angewandt werden.

Bei dem Iba-1 Antikdérper von Abcam handelt es sich um einen polyklonalen Ziegenantikorper.
Es existiert zurzeit nur ein monoklonaler Iba-1 Antikorper auf dem Markt. Leider ist dieser
Antikorper ein Maus-Antikdrper und somit sehr storanféllig bei der Farbung von murinem Ge-
webe. Aus diesem Grund wurde der Ziegenantikdrper genutzt. Dieser zeichnete sich durch eine

sehr konstante replizierbare Farbung aus.
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Untersuchte Region und Auszdhlung

Bei der untersuchten Region handelt es sich um den Gyrus dentatus, der ein Teil des Hippo-
campus darstellt. Schon seit langerem ist bekannt, dass der Gyrus dentatus in der Lage ist aus
sich teilenden Stammzellen unter anderem neue Neuronen zu bilden (Eriksson et al. 1998). Die
Integration von neu entstandenen Neuronen, die sich in verschiedenen Stadien der Reife befin-
den, spielen hinsichtlich der adulten Neurogenese im Hippocampus eine wichtige Rolle bei
Lernprozessen (Deng et al. 2010). Zudem gilt der Gyrus dentatus als Eingangstor zur Hippo-
campusformation (Whrigt und Jackson 2014). Diese Eigenschaften machen den Gyrus dentatus
hinsichtlich des Auftretens einer strahleninduzierten Neuroinflammation interessant. Die Aus-
wirkungen der strahleninduzierten Neuroinflammtion kénnten dann besonders in diesem Be-

reich einen groReren Einfluss auf die kognitiven Fahigkeiten des Individuums austben.

Des Weiteren ist der Gyrus dentatus und dessen Hilus als Struktur leicht zu differenzieren und
einzugrenzen. Die Zugehorigkeit einer Zelle zum Gyrus dentatus fiel somit leicht zu bestim-
men. Zur weiteren Verbesserung der Auszéhlung wurde jedoch noch zusétzlich definiert, dass
eine Iba-1" Zelle nur dann dem Gyrus dentatus oder dessen Hilus zugehdrig war, wenn sie nicht
mehr als den eigenen Zelldurchmesser von mehreren anderen Zellen des Gyrus dentatus ent-
fernt war. Dies war besonders wichtig, da verhaltnismaRig wenig lba*Zellen auf eine groRe
Flache verteilt waren. Die sonst entstandenen Schwankungen bei der Auszahlung wéren somit

zu grol} geworden.

Das Auszéhlen bei 60-facher VergroRerung unter zwei Filtern des Fluoreszenzmikroskops ga-
rantierte, dass erst dann eine lba-1*Zelle detektiert werden konnten, wenn sowohl das zellspe-

zifische (358nm) als auch das markerspezifische Signal (568nm) gleichzeitig positiv waren.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mittels eines zweiseitigen Mann-Whitney-U-Testes durch-
geflhrt. Diese Signifikanzprifung wurde gewahlt, da es aufgrund der Prasenz von wenigen Iba-
1*Zellen auf einer verhaltnismaRig groRen Flache, zu AusreiRern bei der Auszahlung kam. Es
war zudem auch nicht von einer Normalverteilung auszugehen. Da es sich bei dieser Untersu-
chung nicht um eine gerichtete Hypothese, sondern um die grundlegende Frage eines Unter-
schiedes zwischen der Kontrollgruppe und der bestrahlten Gruppe handelte, wurde ein zweisei-

tiger Test verwendet.
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5.3. Vergleichbare Studien

Bei einer Studie, bei der unter anderem CD11*Zellen im Gyrus dentatus untersucht wurden,
zeigte sich im Gyrus dentatus nach einmaliger Ganzkorperbestrahlung mittels 1Gy ein Anstieg
der CD11"Zellen von 62,2% im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Dazu kam es zu einem
signifikanten Anstieg von TNFa nach Applikation von 1Gy (Kempf et al. 2014). Die Dosis lag
mit 1Gy deutlich Uber der Definition einer Niedrigdosis und kann auch hinsichtlich eines ku-
mulativen Effekts von Niedrigdosen mit dieser Untersuchung nicht direkt verglichen werden.
Trotzdem zeigt die Studie ebenfalls, dass auch nach Applikation von niedrigeren Bestrahlungs-
dosendosen, ein deutlich messbarer Anstieg der Neuroinflammation im Gyrus dentatus nach-

gewiesen werden kann.

In einer weiteren Studie wurden unteranderem die Effekte von einmalig applizierten Niedrig-
dosen auf die Neuroinflammation mittels des Iba-1 Markers gemessen. 10 Tage und 10 Wochen
alte Mause wurden dabei jeweils 100mGy und 2Gy Schéadelbestrahlung ausgesetzt. Nachunter-
suchungen erfolgten jeweils 1 Tag, 7 Tage, 3 Monate und 6 Monate nach der Bestrahlung. Bei
der Untersuchung des gesamten Hippocampus waren nur die Ergebnisse flir 2Gy bei den 10
Tage alten Mause 1Tag nach Bestrahlung signifikant (p=0,04). Die restlichen Bedingungen
zeigten keine Signifikanz. Auch bei 10 Wochen alten Mé&usen zeigte sich nach der Bestrahlung
mit 2Gy Einzeldosis kein signifikanter Unterschied (Casciati et al. 2016) .Vergleicht man diese
Ergebnisse nun mit denen aus dieser Dissertation, so wird einem klar, dass der entscheidende
Unterschied in einer Mehrfachapplikation einer definierten Strahlendosis tber einen langeren
Zeitraum liegt. Man kann zun&chst davon ausgehen, dass die 2Gy Einzeldosis der Gesamtdosis
von 20x 100mGy entsprechen und 10Wochen alte Mduse mit den 12 Wochen alten Mduse der
Bedingung 20x 100 mGy 72h dieser Untersuchung annahernd vergleichbar sind. Die Ergeb-
nisse waren flr die Bedingung 2Gy 10Wo alte Maus bei der eben beschriebenen Studie nicht
signifikant, wahrend aber die Bedingung 20x100mGy 72h bei den 12Wo alten Mé&usen klar
signifikante (p<0,0001) Ergebnisse lieferte. Somit l&sst sich erahnen, dass dem Faktor eines
sich immer wiederholenden Reizes, und sei es nur eine niedrige Dosis von 100mGy, womadglich
eine besondere Rolle zuzusprechen ist. Nicht nur hohe Dosen, sondern auch niedrige Dosen
wirden Uber diesen Weg ihr neuroinflammatives Potential erhalten. Leider lassen beim Ver-
gleich zwischen den beiden Studien lediglich Mutmaliungen anstellen. Um einen direkten Ver-
gleich herstellen zu kdnnen, sollte die Bedingung 2Gy 72h zusétzlich zu den anderen Bedin-

gungen untersucht werden.
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Ein BrdU/Iba-1 Doppelfarbung wurde bei einer Studie angewandt, die ménnliche C57 Maus-
kohorten jeweils im Alter von 2, 4, 6, 12 und 18 Monaten mit 5Gy Einzeldosis bestrahlten.
Untersucht wurden dabei der Gyrus dentatus sowie die CA1 Region. Es konnte festgehalten
werden, dass BrdU/Iba-1* Zellen im Gyrus dentatus und der CA1 Region in allen Alterskate-
gorien nach Bestrahlung signifikant erhoht waren. Zudem konnte ein altersbedingter signifi-
kanter Anstieg der BrdU/Iba-1* Zellen beobachtet werden (Cheng et al. 2016). Die 5Gy liegen
hier deutlich hoher als die bei dieser Studie verwendeten fraktionierten Bestrahlung mit
100mGy. Jedoch zeigt sich auch hier, dass es durchgehend bei allen Alterskategorien zu einem
strahlenbedingten Anstieg der BrdU/Iba-1"Zellen kommt. Auch deckt sich die Aussage einer
altersbedingten Zunahme der BrdU/1ba-1"Zellen mit den Ergebnissen aus dieser Untersuchung.

Die Auswirkungen von Schwerionen wurde bei einer anderen Untersuchung an 2 Monate alten
C57BL6 Mausen mit jeweils Einzelfraktionen von 500mGy, 1Gy, 2Gy und 4Gy untersucht.
Bei den Schwerionen handelte es sich um *6Fe-Partikel, die bei isolierter Kopfbestrahlung ap-
pliziert wurden. Nach der Einzelbestrahlung erfolgte 2 Monate spéter die Untersuchung des
Gyrus dentatus auf CD68*Zellen. Man konnte dabei feststellen, dass zwar tendenziell bei allen
Bedingungen eine erhohte Anzahl an CD68*Zellen vorhanden war, jedoch war keines der Er-
gebnisse signifikant (Rola et al. 2008). Diese Untersuchung ist hinsichtlich der differenten
Strahlungsquelle und dem spéten Untersuchungszeitraum schwierig mit der jetzigen Untersu-
chung zu vergleichen. Jedoch wird einem bewusst, dass die neuroinflammative Potenz der sich
akkumulierenden fraktionierten Niedrigdosen im Vergleich zu der Einzelapplikation von

Schwerionen wohl nicht zu unterschéatzen ist.

Es lasst sich feststellen, dass die Ergebnisse dieser Untersuchung nur mit VVorbehalt mit anderen
Studien verglichen werden konnen. Insgesamt ist die aktuelle Datenlage zur Auswirkung von
Niedrigdosen auf die Neuroinflammation sehr erniichternd. Nur wenige Arbeitsgruppen appli-
zieren dabei wirkliche Niedrigdosen oder applizieren diese, wenn tberhaupt, nur als Einzeldo-
sen. Andere signifikante Studien, die die Auswirkungen der Bestrahlung auf die Neuroinflam-
mation untersuchen, greifen oft auf Dosen von iber 5Gy zuriick. Eine Investigation unter diesen
Bedingungen scheint jedoch wenig zielfuhrend, wenn man bedenkt, dass bei derart hohen Do-

sen Tiere verenden oder schwere Organschéden davontragen.

Der hier nachgewiesene kumulativen Effekt fraktionierter Niedrigdosen auf die Neuroinflam-

mation lasst sich schlussfolgernd schwer mit anderen Studien vergleichen.
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5.4. Schlussfolgerung

Es lasst sich restimieren, dass fraktionierte Niedrigdosen nach langerem Applikationszeitraum
eine Neuroinflammation im Stratum granulare des Gyrus dentatus und dem dazugehérigen Hi-
lus auslosen. In der Tat sind die Anzahl der Iba-1*Zellen sowohl bei den adulten als auch bei
den juvenilen C57BL6 Mé&usen 72h nach Bestrahlung mittels 15x 100mGy und 20x 100mGy
72h sowie 1 Monat nach 20x 100mGy im Vergleich zu ihren altersentsprechenden Kontroll-
gruppen signifikant erhoht. Ein Unterschied zwischen juvenilen und adulten Mé&usen ist hin-
sichtlich der Gruppen mit signifikanten Ergebnissen nicht feststellbar. Die Beobachtung der
Verteilung der Iba-1*Zellen zwischen dem Stratum granulare und dem Hilus des Gyrus dentatus
zeigt eine Préferenz der Zellen fiir das Stratum granulare, dies auch bei der unbestrahlten Kon-
trollgruppe. Es ist zudem eine altersbedingte Neuroinflammation feststellbar, die sich bereits

bei 24 Wochen alten Mé&usen signifikant bemerkbar macht.

Die hier erhobenen Daten und die entsprechenden Auswertungen lassen sich nur schwer mit
anderen Studien vergleichen. Der Grund sind die Anwendung héherer Dosen oder der Appli-
kation von Niedrigdosen als Einzeldosen bei annéhernd vergleichbaren Untersuchungen. Mit
Fokus auf die rezidivierende Mehrfachapplikation in dieser Untersuchung und verglichen mit
anderen Studien, lasst sich aber feststellen, dass besonders die Charakteristika der mehrfach
wiederholten fraktionierten Niedrigdosis, eine besondere Rolle zu spielen scheint. Uber diesen
Weg erhélt auch eine Niedrigdosis ihr neuroinflammatives Potential, dies besonders unter dem
Gesichtspunkt, dass fraktionierte Niedrigdosen in der klinischen Routine der Radioonkologie
wesentlich h&ufiger vorkommen als die einmalige Applikation einer Hochdosis. Niedrigdosen

sind somit im klinischen Alltag keinesfalls als harmlos einzuordnen.
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