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Zusammenfassung/Summary

1 Zusammenfassung/Summary

Spermatogonische Stammzellen sind die Basis der Spermatogenese, welche mit
mitotischen Teilungen der Stammzellen beginnt. Zum Erhalt ihrer genetischen
Integritdt miissen die fiir die Fortpflanzung essentiellen Stammzellen intakte, ef-
fektive Mechanismen zur Reparatur von DNA—Schidden aufweisen. Wéhrend ei-
ner klinischen Strahlentherapie konnen durch die ionisierende Strahlung verschie-
dene DNA-Lisionen induziert werden, wobei DNA-Doppelstrangbriiche die
schwerwiegendsten Schadensmuster darstellen. Uber die Auswirkungen niedriger
Strahlendosen, die wihrend einer Bestrahlung auch gesundes Gewebe belasten, ist
nur wenig bekannt. Zur Untersuchung der Auswirkungen einer fraktionierten
Niedrigdosisbestrahlung auf die Spermatogenese wurde Hodengewebe eines repa-
raturprofizienten sowie eines reparaturdefizienten Mausstamms analysiert. Im
Rahmen einer fraktionierten Ganzkdrperbestrahlung wurde das Gewebe in vivo 1,
10, 20, 30, 40 bzw. 50 Mal mit 10 bzw. 100 mGy je Fraktion bestrahlt und 24
bzw. 72 h nach der letzten Bestrahlung hinsichtlich verschiedener Aspekte unter-
sucht. Reparaturdefiziente Méuse wurden lediglich bis zu 20 Mal bestrahlt. Die
Vermessung der Tubulusquerschnittsfliche 24 h nach der letzten Bestrahlung lief3
eine deutliche Abnahme der Fliche mit zunehmender Bestrahlungsfraktion erken-
nen. Damit zusammenhidngend wurden die Anzahl der spermatogonischen
Stammzellen und die der proliferierenden Zellen im Tubulusquerschnitt mit Hilfe
von Markerproteinen untersucht, wobei das Protein promyelocytic leukaemia zinc
finger (PLZF) als Markerprotein fiir die Stammzellen und Ki67 als Proliferati-
onsmarker ausgewihlt wurde. Die Anzahl der PLZF—positiven Stammzellen so-
wie die der proliferierenden Ki67—positiven Zellen nahm mit zunehmender Be-
strahlungsfraktion ab, was die Abnahme der Tubulusquerschnittsfliche mit verur-
sacht. Die Anzahl apoptotischer Zellen, die mittels des Apoptosemarkers Poly—
[ADP-Ribose]-Polymerase 1 nachgewiesen wurde, verdnderte sich mit zuneh-
mender Bestrahlungsfraktion nur wenig. Die DNA—Reparatur wurde mittels des
Markerproteins 53BP1 untersucht. Nach Bestrahlung nahm die Anzahl der
53BP1-Foci in PLZF—positiven Stammzellen im Tubulusquerschnitt zu. Zur
Uberpriifung der Regenerationsfihigkeit des murinen Hodengewebes wurden
Analysen 35 und 70 Tage nach 50 x 100 mGy hinsichtlich der Tubulusquer-

schnittsfliche, der Anzahl der spermatogonischen Stammzellen und der proliferie-
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renden Zellen sowie der Anzahl der 53BP1-Foci in Stammzellen durchgefiihrt. Es
konnte eine Zunahme der Tubulusquerschnittsfliche, eine steigende Anzahl
PLZF- und Ki67—positiver Zellen sowie eine Abnahme der 53BP1-Foci beobach-

tet werden, was die Regenerationsfahigkeit murinen Hodengewebes belegt.
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Effects of a protracted low dose radiation on
murine testis tissue

Spermatogonial stem cells are the base of spermatogenesis which is initiated by
mitotic divisions of the stem cells. To preserve their genetic integrity spermatogo-
nial stem cells should have proper and effective DNA repair mechanisms. During
clinical radiotherapy ionizing radiation induces different DNA lesions of which
DNA double strand breaks are the most severe damage. The effects of low dose
radiation on healthy tissue are only little investigated. To determine the impact of
a protracted low dose radiation on spermatogenesis testes of repair proficient and
deficient mice were analyzed during fractionated low dose in vivo radiation. Sin-
gle doses of 10 and 100 mGy, respectively, were applied 10, 20, 30, 40 or 50
times and tissue was analyzed 24 and 72 h after the last fraction. Repair deficient
mice were irradiated maximal 20 times. Both the number of promyelocytic leu-
kaemia zinc finger—(PLZF)—positive stem cells and Ki67—positive proliferating
cells per tubule decreased with increasing radiation doses, leading to the decline
of the cross sectional area. The amount of apoptotic cells marked with antibodies
specific for poly [ADP-ribose] polymerase 1 differed only slightly during frac-
tionated low dose radiation. To investigate DNA repair in spermatogonial stem
cells 53BP1 foci as a marker for DNA double strand breaks were quantified in
tubule cross sections. In irradiated tissue the amount of 53BP1 foci per stem cell
is higher than in control tissue. To validate the ability of testis tissue to regenerate
after a protracted low dose irradiation the cross sectional area and the amount of
spermatogonial stem cells, proliferating cells and 53BP1 foci in stem cells were
analyzed 35 and 70 days after 50 x 100 mGy. In comparison to the data obtained
24 h after 50 x 100 mGy, we observed an increased cross sectional area, an ele-
vated number of spermatogonial stem cells and proliferating cells and a decreased
number of 53BP1 35 and 70 days after fractionated low dose radiation, reflecting

the effective regeneration of testis tissue.
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Einleitung

2 Einleitung

Jeder Organismus ist stindig ionisierender Strahlung ausgesetzt, wobei es neben
natiirlichen, auch kiinstliche Strahlenquellen gibt. Kosmische und terrestrische
Strahlung sind Beispiele fiir natiirlich vorkommende ionisierende Strahlen. In der
Medizin werden kiinstliche Strahlenquellen verwendet, z. B. fiir diagnostische

Untersuchungen oder im Rahmen von Strahlentherapien.

2.1 Ionisierende Strahlung

Es gibt zwei medizinisch relevante Arten ionisierender Strahlung: elektromagneti-
sche Strahlen (Rontgen— und y—Strahlung) und Teilchenstrahlung (o—, p— und
Neutronenstrahlung). Ionisierende Strahlung ist dazu in der Lage, beim Durch-
dringen von Materie oder eines Organismus lonen zu erzeugen. Durch diese sog.
Ionisation kann es zu DNA—Schéden innerhalb einer Zelle kommen. Neben Ba-
senschdden und DNA-Einzelstrangbriichen (SSBs, von engl. single strand
breaks) stellen DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs, von engl. double strand
breaks), die falsch oder unrepariert lethal sein konnen, eine der schwerwiegends-
ten durch ionisierende Strahlung verursachten DNA—Schéden innerhalb einer Zel-
le dar (Olive, 1998; Lobrich und Jeggo, 2007; Jeggo und Lobrich, 2007; Kasten—
Pisula et al., 2009).

Strahleninduzierte DNA—Schidden konnen durch Aktivierung verschiedener Sig-
nalkaskaden Reparaturmechanismen, Zellzyklusarrest oder Apoptose einleiten
(Jeggo et al., 2011). Normalgewebe kann im Vergleich zu Tumorgewebe effizien-
tere Mechanismen zur Reparatur von DNA—Schéden einleiten, was wéhrend einer

Strahlentherapie zum Vorteil wird.

2.2 DNA-Reparatur

Zur Sicherung der Integritit des Genoms gibt es in einer Zelle verschiedene Me-
chanismen zur DNA—Reparatur. Die homologe Rekombination (HR) und die
nicht-homologe Endverkniipfung (NHEJ, von engl. non—homologous end joining)
sind die beiden Hauptmechanismen zur Reparatur von DSBs (van Gent et al.,

2007; Mahaney et al., 2009; Mazon et al., 2010; Jeggo et al., 2011). Die HR kann
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nur stattfinden, wenn ein identisches Schwesterchromatid in der Zelle vorliegt und
ist somit auf die spdte S—und die G2—Phase des Zellzyklus beschriankt. Die DNA—
Reparatur mittels HR gilt als fehlerfrei, da die zu reparierende Sequenz direkt von
dem entsprechenden identischen Schwesterchromatid abgelesen wird (Lobrich
und Jeggo, 2007). Die NHEJ ist ein Mechanismus, der unabhingig von der Zell-
zyklusphase DSBs reparieren kann, vorwiegend aber in der G1— und der GO-

Phase (Rothkamm und Lobrich, 2003).

2.2.1 Homologe Rekombination (HR)

Die HR stellt einen hoch konservierten und enorm wichtigen DNA-—
Reparaturmechanismus dar, der DSBs reparieren kann, die entweder wihrend der
Mitose und der Meiose auftreten oder (strahlen—)induziert sind. Neben der DSB—
Reparatur ist die HR von groer Bedeutung fiir die Reparatur von Replikationsga-
beln, fiir die Trennung meiotischer Chromosomen bei der ersten meiotischen Tei-
lung und die Aufrechterhaltung von Telomeren (Sung und Klein, 2006). Mutatio-
nen von an der HR beteiligten Proteinen konnen den Reparaturmechanismus ne-
gativ beeinflussen und somit Organismen krebsanfillig werden lassen (Moynahan
und Jasin, 2010), was die Relevanz der HR fiir die Erhaltung der Integritit des

Genoms unterstreicht.

Wichtige beteiligte Proteine sind unter anderem der MREI1-RAD50-NBS1—
(MRN)-Komplex, Replikationsprotein A (RPA), RADS51 und das Ataxia Telean-
giektasie und Rad3—verbundene Protein (ATR; Abb. 2.1 A; Mazén et al., 2010).

Der MRN-Komplex detektiert DSBs und aktiviert die ATM—Kinase (Abb. 2.1 A).
Diese initiiert weitere Schritte der DNA—Reparatur. Die Formation von Einzel-
strang—DNA (ssDNA, von engl. single—strand DNA) durch die Aktivitit von CtIP
(C—Terminus bindendes Protein 1—(CtBP)—interagierendes Protein) ist fiir die
Endresektion vom 5’ zum 3'-Ende der DNA erforderlich. RPA bindet an freie
Enden von ssDNA und aktiviert ATR, um die HR zu erleichtern (Abb. 2.1 A).
RADSI ersetzt RPA, wodurch nach homologen DNA—Sequenzen gesucht und die
Stranginvasion eingeleitet wird. Schlielich werden die DSBs durch Ligation des
neu synthetisierten Sequenzstiicks mittels einer DNA-Ligase repariert (Abb.

2.1 A).
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2.2.2 Nicht-homologe Endverkniipfung (NHEJ)

Die NHEJ ist der Hauptreparaturweg in Séugerzellen (Rothkamm et al., 2003).
An der NHEJ sind verschiedene Proteine beteiligt, unter anderem Ku70 und
Ku80, die katalytische Untereinheit der DNA abhéngigen Proteinkinase (DNA—
PK.s, von engl. DNA—dependent protein kinase, catalytic subunit), Artemis, X—ray
repair cross—complementing protein 4 (XRCC4) und die DNA-Ligase IV (Abb.
2.1 B).

Zunichst binden Ku70 und Ku80 als Ku—Komplex an die durch den DSB freien
DNA-Enden (Abb. 2.1 B). Aufgrund ihrer hohen Affinitdt zu DNA und zueinan-
der, halten die Ku—Proteine die DNA—Enden in rdumlicher Niahe und verhindern
ein Wegdriften der DNA—Strange (Walker ef al., 2001). Dadurch wird das Risiko
einer Ligation mit anderen freien DNA—Enden verringert. Im ndchsten Schritt
rekrutiert der Ku—Komplex DNA-PK,, ein Protein der Familie Phosphoinositid—
3—Kinasen (PI3K). Die weitere Prozessierung erfolgt mit der Nuklease Artemis,
die fehlerhafte Stellen aus der DNA herausschneidet. XRCC4 rekrutiert schlief3-
lich die DNA-Ligase IV, die die beiden Bruchenden wieder miteinander ver-
kniipft. Ku70 und Ku80, DNA-PK,s sowie DNA—-Ligase IV und XRCC4 sind
Schliisselproteine des NHEJ (Lopez—Contreras und Fernandez—Capetillo, 2012).

Ein mutationsbedingter Funktionsverlust der DNA-PK fiihrt bei Méusen zu ei-
ner schweren kombinierten Immunschwéche (SCID, von engl. severe combined
immunodeficiency). Tritt durch eine Mutation eine Fehlfunktion der an der NHEJ
beteiligten DNA—PK auf, kann auch der DNA—Reparaturwerg nicht mehr richtig
reparieren. Dadurch sind Miuse mit einem Defekt in der DNA-PK, strahlensen-
sitiver. Zur Untersuchung der Auswirkungen dieser Fehlfunktion wurden wéhrend
dieser Arbeit sog. SCID-Mduse, die fiir die autosomal-rezessive vererbte Mutati-

on der DNA-PK.s homozygot sind, untersucht.
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Abb. 2.1: Mechanismen der DSB—Reparatur

A HR: Der MRN-Komplex erkennt DSBs und aktiviert die ATM—Kinase, welche wiederum die
DNA-Reparatur initiiert. Die Aktivitdt von CtIP ist fiir die Endresektion vom 5’ zum 3'-Ende der
DNA erforderlich, was zur Formation von ssDNA fiihrt. Diese freiliegende ssDNA wird mit RPA
umbhiillt und aktiviert ATR um die HR zu erleichtern. RADS5]1 ersetzt dann RPA, sucht nach homo-
logen DNA—Sequenzen und vermittelt die Stranginvasion. DSBs werden durch Ligation des neu
synthetisierten Sequenzstiicks mittels einer DNA—Ligase repariert. B NHEJ: An die freien DSB-
Enden bindet direkt der Ku70/Ku80-Komplex, um die beiden Enden beieinander zu halten. Die
weitere Prozessierung erfolgt iiber DNA-PK . und Artemis. Die Ligation wird mittels des
XRCC4/DNA-Ligasel V-Komplexes realisiert (modifiziert nach Peng und Lin, 2011).

2.2.3 p53 bindendes Protein 1 (S3BP1) als Marker fiir DSBs

53BP1 wurde auf der Suche nach Interaktionspartnern des Tumorsuppressorpro-
teins p53 identifiziert (Iwabuchi et al., 1994). Wihrend der Reparatur von DSBs
verdndert sich die Chromatinstruktur, wodurch Histone freigelegt werden, an de-
ren methylierten Lysinresten 53BP1 binden und akkumulieren kann (Huyen et al.,
2004). Nach Markierung mit spezifischen Antikorpern sind diese 53BP1-
Akkumulationen, sog. Foci, unter dem Fluoreszenzmikroskop als kleine Punkte
innerhalb des Zellkerns zu erkennen. Weiterhin konnte eine Co—Lokalisation von
53BP1 mit yYH2AX, der phosphorylierten Form des Histons H2AX, nachgewiesen
werden (Adams und Carpenter, 2006). H2AX wird auf ionisierende Strahlung hin
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direkt durch Phosphoinositid—3—Kinasen (PIK—Kinasen) phosphoryliert und loka-
lisiert an DNA—Schédden (Rogakou et al., 1998, 1999). Diese Akkumulation kann,
wie fiir 53BP1, durch spezifische Antikorper in der Immunfluoreszenz markiert
und als YH2AX-Foci visualisiert werden (Rogakou ef al., 1998, 1999). Eine
Quantifizierung der 53BP1— und der YH2AX—Foci kann also indirekt Aufschluss
iiber das Ausmall des DNA—Schadens geben (Bhogal et al., 2009; Riibe et al.,
2011; Schanz und Schuler et al., 2012).
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23 Der murine Hoden

Der Hoden, auch Testikel genannt, beschreibt die inneren ménnlichen Keimdriisen
und ist paarig angelegt. Neben der Produktion der Spermien, ist er fiir den Hor-
monhaushalt eines méannlichen Organismus essentiell. Er ist ein aus mehreren

Kompartimenten aufgebautes komplexes System.

2.3.1 Morphologie und Spermatogenese

Die murinen Keimdriisen bestehen unter anderem aus dem Samenleiter, dem Ne-
benhoden und dem Hoden (Abb. 2.2). Im Hoden sind die sog. Samenkanilchen
(auch Tubuli seminiferi) lokalisiert (Abb. 2.2 A), in denen die Spermatogenese
stattfindet. Die Spermatogenese beschreibt die Reifung der spermatogonischen
Stammzellen (SSCs, von engl. spermatogonial stem cells) bis hin zu einem ferti-
gen Spermium. Im Querschnitt ist zu erkennen, dass die Tubuli von interstitiellem
Gewebe, das aus Blutgefdalen und Leydig—Zellen besteht, umschlossen sind (Abb.
2.2 B). Die direkte Begrenzung der Tubuli bildet eine Basalmembran und daran
angrenzend eine Schicht von peritubuléren Myoidzellen (PTM). Von der Basal-
membran ausgehend reihen sich die verschiedenen Zellreifungsstadien in Rich-
tung des Lumens auf. Im Lumen sammeln sich schlieBlich die reifen Spermien
bevor diese in den Nebenhoden transportiert werden. Fiir die Spermatogenese
wichtige Hormone werden unter anderem von den im Tubulus liegenden somati-
schen Sertoli—Zellen sezerniert, die die Keimzellen umschlieBen. In der detaillier-
ten schematischen Darstellung eines Tubulus sind neben den Sertoli-Zellen die

einzelnen Keimzellstadien zu erkennen (Abb. 2.2 C).

Die Spermatogonien, zu denen auch die SSCs gehoren, liegen am basalen Rand
des Tubulus. Als néchstes Reifestadium sind die Spermatozyten in verschiedenen
meiotischen Phasen dargestellt. Darauf folgen die runden Spermatiden und
schlieBlich die im Lumen liegenden elongierten Spermatiden. Der Bereich, in dem
die prameiotischen Zellstadien (Spermatogonien, frithe préleptotine Spermatozy-
ten) lokalisiert sind, das sog. Basalkompartiment, wird durch tight junctions
(Abb. 2.2, Pfeilspitze) zwischen benachbarten Sertoli—Zellen von dem Bereich
abgetrennt, in dem die (post—)meiotischen Zellen (Spermatozyten, Spermatiden)
lokalisiert sind, dem sog. Adluminalkompartiment (Dym und Fawecett, 1970).

Diese als Blut—-Hoden—Schranke bekannte Barriere dient zum Schutz der differen-
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zierenden Keimzellen vor Schadstoffen und Antikérpern aus dem Blut. Sie wird

weiterhin von der umgebenden PTM—Schicht unterstiitzt.

Bei einer Maus nimmt die Spermatogenese, der sog. Epithelzyklus, einen Zeit-
raum von 35 Tagen in Anspruch (Oakberg, 1956). Eine SSC hat die Fihigkeit,
wie Stammzellen anderer Gewebe, durch mitotische Teilungen sich selbst zu er-
neuern und Nachkommen zur weiteren Differenzierung zu bilden. Die Spermato-

genese beginnt mit mitotischen Teilungen der SSC.

Aufgrund ihres Einzelvorkommens werden diese auch Aginge—Spermatogonien
genannt (Oakberg, 1971; de Rooij, 1973). Nach einer ersten Mitose verbleibt eine
der beiden Tochterzellen als SSC im Stammzellpool, wihrend die andere sich
nochmals teilt. Bleibt eine interzellulire Verbindung bestehen, spricht man von

Apaires—Spermatogonien.

Durch weitere Zellteilungen kdnnen ganze Ketten von bis zu 16 Zellen entstehen,
die dann als Agjgea—Spermatogonien bezeichnet werden (Oatley und Brinster,
2006). Auf diese undifferenzierten Stadien folgen die Stadien der Differenzierung,
beginnend mit den A;—As—Spermatogonien. Die As—Spermatogonien differenzie-
ren zu Intermediate-Spermatogonien, die sich schlieBlich zu den B-
Spermatogonien entwickeln (Ehmcke et al., 2006). Eine letzte mitotische Teilung
bringt die primdren Spermatozyten hervor, die sich {iber eine erste meiotische
Phase zu sekundéren Spermatozyten und nach einer zweiten meiotischen Phase zu
runden Spermatiden weiterentwickeln. Die runden Spermatiden besitzen nur noch
einen haploiden Chromosomensatz und differenzieren wihrend der Spermiogene-

se zu elongierten Spermatiden.
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Sertoli-Zellkern
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Abb. 2.2: Aufbau des murinen Hodengewebes

A Querschnitt durch einen Hoden mit Samenleiter, Nebenhoden und Samenkanédlchen. B Quer-
schnitt durch zwei Samenkanélchen, den sog. Tubuli seminiferi. Die Keimzellen der verschiede-
nen Reifestadien (griin) sind in Sertoli-Zellen (gelb) eingebettet. Im Lumen sammeln sich die
reifen Spermatozoen. Die Tubuli werden von der Basalmembran und einer Schicht aus peritubuld-
ren Myoidzellen (PTM) begrenzt. Im Interstitium finden sich Leydig—Zellen (LC, rosa) und Blut-
gefiBe (rot). C Detaillierter Querschnitt durch eine Sertoli—Zelle mit ihren assoziierten Keimzel-
len. Die Sertoli—Zelle umschlieBt die meiotischen (Spermatozyten), wie auch die postmeiotischen
Zellen (runde und elongierte Spermatiden) vollstdndig. Die Anordnung der einzelnen Reifestadien
erstreckt sich von der Basalmembran (Spermatogonien) bis hin zum Lumen (elongierte Spermati-
den). Das Zytoplasma ist in dunkelgriin, die DNA in rosa und der Sertoli-Zellkern in orange dar-
gestellt (modifiziert nach Cooke und Saunders, 2002).
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2.3.2 Promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF) als Marker
fiir SSCs

Das humane PLZF—-Gen, auch als Zfp145 oder Zbtb16 bekannt, wurde erstmals in
einem an akuter promyeloischer Leukdmie erkrankten Patienten beschrieben
(Chen et al., 1993). Im murinen Hoden ist PLZF fiir die Aufrechterhaltung des
Stammzellpools und somit fiir die Spermatogenese essentiell. Es handelt sich um
einen Transkriptionsfaktor, der ausschlieBlich in undifferenzierten A—
Spermatogonien (Asingle, Apaireds Aatigned) €Xprimiert wird (Costoya et al., 2004;
Buaas et al., 2004; Payne und Braun, 2006), weshalb es sich als Markerprotein fiir
SSCs eignet. Die Tatsache, dass PLZF die Transkription des c—Kit—Rezeptors
inhibieren kann, sorgt flir die Aufrechterhaltung des Stammzellpools (Filipponi et
al., 2007), da der c—Kit—Rezeptor, der durch das Stammzellfaktor—(SCF)—Protein
(von engl. stem cell factor) aktiviert wird, fiir den Ubergang von Agjignea— zu Aj—
Spermatogonien essentiell ist (Schrans—Strassen et al., 1999). Fehlt die inhibie-
rende Wirkung von PLZF vollstindig, entwickeln sich die Agjignea— zu Aj—
Spermatogonien, differenzieren aus und verschieben so das im Gewebe herr-
schende Gleichgewicht in Richtung der Differenzierung, was langfristig zu einem

Stammzellverlust und somit zu Infertilitit fihrt.

Experimente, bei der eine vollstindige Stilllegung des PLZF codierenden Gens
untersucht wurde, zeigten einen verkleinerten Hoden in Folge des fortschreitenden
Verlusts von Spermatogonien und eine erhohte Apoptoserate, wobei die somati-
schen Sertoli—Zellen nicht betroffen waren (Costoya et al., 2004). Untersuchun-
gen des Luxoid—Mausmodells, in dem das codierende Gen durch eine nonsense—
Mutation ausgeschaltet ist, zeigten einen dhnlichen Phénotypen (Buaas et al.,
2004). Durch Transplantation von SSCs aus Luxoid—Maéusen in gesunde Empfan-
germiuse konnte bestitigt werden, dass durch das Fehlen von PLZF die Fahigkeit
der SSCs in Empfangergewebe zu kolonisieren verloren geht (Buaas et al., 2004),

was die Wichtigkeit dieses Proteins fiir die Spermatogenese unterstreicht.

233 DNA-Reparatur und Strahlenempfindlichkeit mannli-
cher Keimzellen

DSBs stellen die grofte Bedrohung der genetischen Integritit dar. Wie ein be-

stimmter Zelltyp einen DSB erkennt, hat Auswirkungen auf die Strahlensensitivi-
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tat verschiedener Zelltypen (Olive, 1998). Aufgrund der potentiellen Vererbung
an Nachkommen ist gerade in den Keimzelllinien eine intakte DNA—Reparatur
essentiell. Zur Untersuchung der Auswirkungen von Strahlung auf einen Orga-
nismus sind Méuse als Modelltiere sehr gut etabliert (Sugiura und Failla, 1922;
Fogg und Cowing, 1951; Kochar und Harrison, 1971; Meistrich et al., 1984; van
der Meer et al., 1993; Hasegawa et al., 1998; Haines et al., 2002; Riibe et al.,
2011; Gong et al., 2013)

Die verschiedenen Zelltypen innerhalb eines Tubulus (Abb. 2.2) kdnnen unter-
schiedliche DNA—Reparaturmechanismen einleiten. Fiir Spermatogonien konnte
mittels Markerproteinen gezeigt werden, dass sowohl durch NHEJ als auch HR
DNA-Schéden repariert werden (Ahmed et al., 2007). In Spermatozyten hingegen
findet wihrend deren Meiose héufiger die HR statt. In den darauf folgenden run-
den Spermatiden ist die HR aufgrund fehlender homologer Schwesterchromatiden
nicht mdglich, weshalb in diesen Zellen die NHEJ der vorwiegende DNA-
Reparaturmechanismus ist (Ahmed et al., 2007).

Unabhingig der Strahlungsart gelten die sich schnell teilenden, differenzierenden
Spermatogonien als die radiosensitivsten Zellen im murinen Hoden (Shaver et al.,
1953; Oakberg, 1955; Oakberg, 1959; van Beek et al., 1984; Meistrich et al.,
1984). Die undifferenzierten Stammzellen hingegen sind weniger radiosensitiv
(Meistrich, 1986). Mit fortlaufender Differenzierung der Spermatogonien zu
Spermatozoen nimmt die Radiosensitivitdt ab, was neben der unterschiedlich effi-
zienten DNA—Reparatur auch durch Chromatinkondensation und den Austausch
von Histonen durch Protamine bedingt ist (Joshi et al., 1990; van Loon et al.,
1993; Ahmed et al., 2007). Fiir die Differenzierung der runden zu den elongierten
Spermatiden ist der Austausch von Histonen durch Protamine essentiell, da
dadurch eine groere Kompaktion des Chromatins erreicht werden kann (Joshi et
al., 1990). Die gesteigerte Radioresistenz elongierter Spermatiden ist somit auch
durch Protamine bedingt, da diese durch ihren hohen Cysteingehalt einen erhdhten
Anteil an Thiolgruppen haben. Diesen Thiolgruppen wird in der Literatur eine

Funktion als Radioprotektor zugeschrieben (Bump et al., 1992; Joshi et al., 1990).

Somatische Zellen wie Sertoli— oder Leydig—Zellen werden weniger bis kaum
durch Strahlung beeintriachtigt (Fogg und Cowing, 1951; Oakberg und DiMinno,
1960; Erickson und Blend, 1976; Ahmed et al., 2007).
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24 Zielsetzung der Arbeit

Die Vererbung eines intakten Genoms an nachkommende Generationen ist von
entscheidender Bedeutung fiir den Erhalt einer Art. Um die Integritit des Genoms
zu gewdhrleisten, existieren verschiedene Mechanismen zur Reparatur von DNA—

Schéden, die durch endogene oder exogene Einfliisse verursacht wurden.

Innerhalb eines Organismus féllt dem Genom der SSCs eine besondere Stellung
zu, da dieses potentiell an Nachkommen weitergegeben wird. Eine Untersuchung
der Auswirkungen ionisierender Strahlung auf SSCs und die Spermatogenese ist
folglich von besonderem Interesse. Uber die Auswirkungen einer fortlaufenden
Bestrahlung mit niedrigen Dosen auf murines Hodengewebe ist bisher wenig be-
kannt (Sheridan, 1971; van der Meer et al., 1993; Riibe et al., 2011, Gong et al.,
2013; Belling et al., 2013). Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Folgen
einer fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung auf murines Hodengewebe. Es sollen
die Flache der Tubuli bestimmt werden und pro Tubulus jeweils die Anzahl der
SSCs, proliferierender und apoptotischer Zellen sowie die Anzahl der 53BPI1-

Foci in SSCs analysiert werden.
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3  Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien auf-

gefiihrt, sowie die angewandten Methoden erliutert.

3.1 Chemikalien

Tabelle 3.1 fasst alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, unter Angabe

der Bezugsfirma, in alphabetischer Reihenfolge zusammen.

Tab. 3.1: Liste der Chemikalien

Chemikalie

Bezugsfirma

2—Propanol

Di-Natriumhydrogenphosphat
(Na,HPOy,)

Eindeckmedium mit 4',6-Diamidin—2—
phenylindol (DAPI)

Eindeckmedium, wissrig
Eosin

Ethanol, 100 %
Formaldehyd, 37 %

Himatoxylin
Immersionsol
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Ketamin, 10 %

Natriumchloridlésung, 0,9 %

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS),
pH 7,2-7,4

Rompun, 2 %
Wasser, destilliert

Xylol

Ziegenserum

Zitratpuffer, pH 6,0

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Vector Laboratories,Inc., Burlingame, CA, USA

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutsch-
land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma—Aldrich GmbH, Seelze, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

Vector Laboratories,Inc., Burlingame, CA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Serumwerk Bernburg AG, Bernburg Deutsch-
land

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Apotheke der Universitét des Saarlandes, Hom-
burg, Deutschland

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland

Apotheke der Universitét des Saarlandes, Hom-
burg, Deutschland

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutsch-
land
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3.2 Verwendete Antikorper

Die spezifische Markierung der im Gewebe zu untersuchenden Proteine erfolgte
mittels der in Tabelle 3.2 aufgelisteten Primérantikorper. Zur Visualisierung der
markierten Proteine, wurden Fluorochrom—gekoppelte Sekundérantikorper (Tab.
3.3) appliziert, die spezifisch an die entsprechenden Primérantikdrper binden. Die
Antikdrper wurden in einer 1 %—igen Ziegenserumlosung (in PBS) geldst und in
den in Tabelle 3.2 und 3.3 aufgelisteten Endverdiinnungen eingesetzt. Die An-
fangskonzentrationen der jeweiligen Antikorper sind den Datenblittern der Her-
stellerfirmen zu entnehmen. Die experimentelle Durchfiihrung der Immunfluores-

zenzfarbung wird im methodischen Abschnitt beschrieben.

3.2.1 Primérantikorper

Tab. 3.2: Liste der verwendeten Primérantikdrper (unter Angabe der Bestellnummer, des Herstel-
lers sowie der angewandten Verdiinnung wahrend der Immunfluoreszenzfarbung)

Antikoérper Bestellnummer Hersteller Endverdiinnung
mouse—anti-PLZF  OP128L Calbiochem / Merck, 1:50
Nottingham, United Kingdom
rabbit-anti-53BP1  IHC-00001 Bethyl Laboratries Inc., 1:200
Hamburg, Deutschland
rabbit-anti-PARP1  ab32064 Abcam plc, Cambridge, 1:100
(cleaved ES1) United Kingdom
rat—anti-Ki67 M7249 Dako Cytomation, 1:50

Hamburg, Deutschland

3.2.2 Sekundirantikorper

Tab. 3.3: Liste der verwendeten Sekundarantikérper (unter Angabe der Bestellnummer, des Her-
stellers sowie der angewandten Verdiinnung der Immunfluoreszenzfirbung)

Antikoérper Bestellnummer Hersteller Endverdiinnung
Alexa Fluor® 568 857224 1:400
goat—anti-mouse 1gG, . '
Alexa Fluor® 488 A-11008 Life Technologies GmbH /1,

. . Invitrogen, Frankfurt,
goat—anti-rabbit IgG Deutschland
Alexa Fluor® 488 A11006 1:400

goat—anti-rat IgG
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33 Versuchstiere

Es wurden sowohl reparaturprofiziente C57BL/6N—Maéuse (C57-Méuse), als auch
reparaturdefiziente CB17—Prkdc™“~Miuse (SCID-Mause) untersucht. Die wih-
rend dieser Arbeit untersuchten SCID-Maéuse weisen eine natiirliche autosomal—
rezessive Mutation der DNA—PK,, auf, einem Schliisselprotein der NHEJ. Die
verwendeten Méuse sind flir diese Mutation homozygot (Charles River, 2004). Sie
kennzeichnen sich durch eine erhohte Strahlensensitivitdt aufgrund der durch die

Mutation beeintrachtigten NHEJ aus.

Beide Mausstimme wurden von der Firma Charles River Laboratories Internatio-
nal, Inc. (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Bis zur Gewebepraparation wurden die
Maiuse im Versuchstierstall des Instituts fiir Klinisch—Experimentelle Chirurgie
der Universitit des Saarlandes nach dem Tierschutzgesetz und den Bestimmungen
des Veterindramtes des Saarlandes versorgt. Bei einem Tages—Nacht—Rhythmus

von 12 h:12 h wurden die Tiere mit Wasser und Futter ad libitum versorgt.

34 Fraktionierte Niedrigdosisbestrahlung

Zur Untersuchung der Auswirkungen einer Niedrigdosisbestrahlung auf murines
Hodengewebe wurden sechs Wochen alte Tiere des C57— wie auch des SCID—
Stammes montags bis freitags mit 10 bzw. 100 mGy (eine Bestrahlung pro Tag
entspricht einer Fraktion) in einem Linearbeschleuniger (Artist, Siemens AG,
Healthcare Sector, Erlangen, Deutschland) mit einer Elektronenenergie von

6 MeV, und einer Dosisleistung von 2 Gy/min bestrahlt.

Die C57-Maiuse wurden iiber maximal 10 Wochen (50 x), die reparaturdefizienten
SCID-Miéuse wurden wegen ihrer erhdhten Strahlensensitivitét iiber maximal vier
Wochen (20 x) in einem speziellen Plexiglaszylinder bestrahlt. Um eine gleich-
méfBige Dosisverteilung zu gewdhrleisten wurde die Ganzkorperbestrahlung mit
dem dreidimensionalen Planungssystem ADAC Pinnacle so berechnet, dass die
95 %-Isodose den gesamten Tierkorper abdeckte. Die Priparation der Gewebe
erfolgte 24 bzw. 72 h nach der letzten Bestrahlungsfraktion, bei der Einmalbe-
strahlung (=Induktion) zusédtzlich auch 0,5 h nach Bestrahlung. Zusétzlich wurden
mit 50 x 100 mGy bestrahlte C57-Maiuse 35 bzw. 70 Tage (Regeneration) nach
der letzten Bestrahlung pripariert und untersucht (Tab. 3.4).
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Tab. 3.4: Bestrahlungsplan zur fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung adulter Méuse

Niedrigdosisbestrahlung mit 10 bzw. 100 mGy

Fraktionen I x 10 x 20 x 30 x 40 x 50 x
Zeitpunkte | 0,5 24 72|24 72 (24 72|24 72|24 72|24 72 Regeneration
[h] 35d,70d
3.5 Gewebepraparation

Die Tiere wurden 0,5, 24 bzw. 72 h nach der letzten Bestrahlung unter Ketamin—
Rompun—Narkose (intraperitoneale Injektion von 120 pg Ketamin und 16 pg
Rompun pro Kilogramm Korpergewicht gelost in 0,9 %—iger Natriumchloridlo-
sung) durch zervikale Dislokation getdtet. Im Anschluss wurden durch die eroft-
nete Bauchhohle die Hoden entnommen und tiber Nacht (mindestens 16 Stunden)
in einer 4 %—igen Formalinlosung (140 ml Formaldehyd, 37 %; 11,9 g Na,HPO,,
9,1 g KH,PO4 in 1000 ml HyOgest) fixiert. Nach automatischer Dehydrierung in
einem Einbettautomaten (Shandon Excelsior ES, Thermo Electron GmbH, Karls-
ruhe, Deutschland) wurden die Hoden in Paraffin (Tissue Tek TEC, Sakura Fi-
netek Germany GmbH, Staufen, Deutschland) eingeblockt, mittels Mikrotom
(Leica RM2235, Leica Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland) in 4 pm dicke
Schnitte geschnitten und auf Objekttragern in einem auf 50 °C erwdrmten Was-

serbad geglittet.

Nach vollstdndigem Trocknen konnten die so vorbereiteten Testikelschnitte wei-
terverarbeitet und nach Hdmatoxylin—Eosin— oder Immunfluoreszenzfiarbung un-
ter einem Mikroskop (Nikon Eclipse E600, Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutsch-

land) untersucht werden.

3.6 Farbungen

Wihrend dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Farbeprotokolle angewandt, die

in den folgenden Unterkapiteln kurz erldutert werden.

3.6.1 Hamatoxylin—Eosin—Firbung

Die Himatoxylin-Eosin—Firbung (HE-Firbung) diente als Ubersichtsfirbung,
wobei das Hamatoxylin die Zellkerne und das Eosin das Zytoplasma anférbt. Zu-

néchst wurden die Gewebe durch Eintauchen in ein Xylolbad (3 x 7 min) deparaf-
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finisiert. Die Rehydrierung der Gewebe erfolgte durch Inkubation zu je 3 min in
einer absteigenden Alkoholreihe (99 %, 96 %, 90 %, 80 %, 70 %). Im Anschluss
daran wurden die Schnitte kurz in destilliertem Wasser geschwenkt, 1 min in einer
5 %—igen Hamatoxylin—Losung inkubiert und dann 10 bis 15 min unter flieBen-
dem Wasser gewissert. Nach einer Inkubationsdauer von 15 min in einer 0,1 %—
igen Eosin—-Ldsung, wurden die Objekttrager bis keine Farbschwaden mehr zu
sehen waren in 70 % Alkohol geschwenkt und dann in einer aufsteigenden Alko-
holreihe (70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 99 %, jeweils 10—15 s) dehydriert. Abschlie-
end wurden die Schnitte 3 x 30 s in Xylol getaucht. Nach Verdunsten des Xylols
wurden die Schnitte mit einem wéssrigen Eindeckmedium benetzt und schlielich
mit einem Deckglas abgedeckt. Nach Trocknung des Eindeckmediums konnten

die Gewebe mittels Durchlichtmikroskop untersucht werden.

3.6.2 Immunfluoreszenzfirbung

Wie bei der HE-Farbung wurden die auf den Objekttrigern befindlichen Gewebe
in einem Xylolbad deparaffinisiert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehy-
driert. Zur Wiederherstellung der Antigene wurden die Pridparate im Anschluss
1 h in Zitratpuffer (pH 6) bei 95 °C im Wasserbad gekocht. Nach Abkiihlen und
kurzem Waschen in destilliertem Wasser wurden unspezifische Bindungsstellen
1 h bei Raumtemperatur (RT) mit einer 1 %igen Ziegenserumlosung geblockt. Die
Inkubation der Primédrantikorper erfolgte bei 4 °C {iber Nacht, mindestens 12 h.
Nach dreimaligem Waschen in PBS zu je 5 min folgte eine einstlindige Inkubation
des entsprechenden Sekundérantikdrpers bei RT. Im Fall einer Doppelfiarbung
wurden sowohl beide Primédrantikdrper als auch die entsprechenden Sekundéran-
tikorper in einem Mix wie beschrieben inkubiert. Die jeweils eingesetzten Anti-

korper sowie deren Endverdiinnungen sind in Kapitel 3.2 zusammengefasst.

SchlieBlich wurden die Schnitte nach Einzel- oder Doppelfirbung 3 x 5 min in
PBS gewaschen, mit DAPI enthaltendem Eindeckmedium benetzt und mit einem
Deckglas abgedeckt. Nach Trocknung des Eindeckmediums konnten die Gewebe

unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht werden.
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3.7 Mikroskopie

Sowohl die mittels HE— als auch die mit mittels Immunfluoreszenzfirbung ge-
farbten Gewebepriparate wurden unter einem Nikon Eclipse E600—Mikroskop
(Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland) untersucht. Bei dem Mikroskop handelt
es sich um eine Kombination aus Durchlicht— und Fluoreszenzmikroskop mit in-
tegrierter Kamera (Software NIS Elements BR 3.0; Nikon GmbH, Diisseldorf,

Deutschland), die Aufnahmen beider Farbemethoden ermdglicht.

Das Mikroskop ist mit drei verschiedenen Filtern mit unterschiedlicher Wellen-
langendurchlissigkeit (DAPI Ex. 340-380, Em. 435-483, FITC Ex. 465-495, Em.
515-555, Texas Red Ex. 540-580, Em. 600-660) ausgestattet, wodurch die Flu-
orochrome der in Tabelle 3.3 aufgefiihrten markierten Sekundérantikorper ge-

trennt untersucht werden konnen.

3.7.1 Bestimmung der Querschnittsfliche von Tubuli im Ho-
dengewebe

Der Aufbau eines Hodens ist ausfiihrlich in Kapitel 2.3 beschrieben. In Abb. 3.1

ist eine schematische Darstellung eines Querschnitts durch zwei Tubuli (Abb.

3.1 A) einer HE—gefédrbten murinen Hodengewebeprobe (Abb. 3.1 B) gegeniiber-

gestellt. Die durch die schwarze Umrandung abgegrenzte Fliche beschreibt die

Tubulusquerschnittsfliche (CSA, engl. cross sectional area).

Die Messung der CSA erfolgte mit Hilfe der Software NIS Elements BR 3.0 (Ni-
kon GmbH, Diisseldorf, Deutschland), die nach Abgrenzen der Querschnittsfldche
automatisch den minimalen wie auch den maximalen Feret-Durchmesser anzeig-
te. Der Feret-Durchmesser ist der Abstand zweier Tangenten links und rechts
eines Objektes, hier eines Tubulus. Es wurden nur solche Tubuli beriicksichtigt,
deren Quotient aus minimalem und maximalem Feret-Durchmesser > 0,5 war
(Bordlein et al., 2011; personliche Kommunikation). Die durch die Umrandung

aufgespannte Flache wurde in mm? angegeben.
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A Sertoli-Zellkern

Tubuli —

y LC  Blutgefake
N7
0% Sertoli-Zelle

Lumen  Basalmembran

Abb. 3.1: Darstellung der Tubulusquerschnittsfliiche

A Schematische Darstellung eines Querschnittes durch zwei Tubuli. Griin: Keimzellen in ver-
schiedenen Reifestadien. Gelb: Sertoli-Zellen. Rosa: Leydig—Zellen (LC). Rot: BlutgefdBe. (modi-
fiziert nach Cooke und Saunders, 2002) B Querschnitt durch eine mittels HE-Farbung angefirbte
Hodengewebeprobe. Die schwarz umrandete Flidche grenzt die gemessene CSA ab. PTM = peri-
tubuldren Myoidzellen; CSA = cross sectional area, engl. fiir Querschnittsflache.

Fiir den C57-Stamm wurde die CSA von je drei Méusen 24 h, 35 und 70 Tage
nach 10—, 30— und 50—facher Bestrahlung mit 10 bzw. 100 mGy bestimmt. Fiir die
Bestimmung der CSA des SCID-Stammes standen zwei Mause zur Verfligung,
die 24 h nach 10— und 20—facher Bestrahlung mit 10 bzw. 100 mGy untersucht
wurden. Um hier die Untersuchungsgruppe zu vergréflern, wurden von den Ge-
webeproben der SCID-Maiuse zusétzlich technische Replikate angefertigt. Insge-

samt wurden pro Replikat 100 Tubuli vermessen.

3.7.2 Quantifizierung der SSCs, der Proliferation und der
Apoptose anhand von Markerproteinen

Zur Quantifizierung der Anzahl der SSCs, der Proliferation, wie auch der Apopto-

se, wurden Doppelfarbungen mit dem SSC—Marker PLZF jeweils mit einem An-

tikdrper gegen ein Markerprotein fiir Proliferation (anti—Ki67) bzw. mit einem

Apoptosemarker (anti-PARP1, cleaved E51) angefertigt.

Die Auswertung am Mikroskop war fiir alle Doppelfarbungen gleich: zunichst
wurde bei 100—facher VergroBerung das Feret—Verhéltnis (Bedingung: Min/Max
>0,5) eines Tubulus durch den DAPI-Filter bestimmt. Die Quantifizierung der
PLZF—positiven Zellen, sowie die der jeweiligen Markerproteine (Ki67, PARP1),
erfolgte bei 600—facher VergroBerung durch den Texas Red— bzw. den FITC—
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Filter. Es wurden je drei C57-Maiuse 24 h nach 10, 30 und 50 x 10 bzw. 100 mGy
und zwei SCID-Mause 24 h nach 10 und 20 x 10 bzw. 100 mGy untersucht. Um
die Untersuchungsgruppe des SCID-Stammes zu vergrofern, wurden von den
Gewebeproben der SCID-Maiuse technische Replikate angefertigt. Zur Untersu-
chung der Anzahl PLZF—positiver SSCs und proliferierender Zellen nach festge-
setzten Regenerationszeitpunkten wurden zusitzlich je drei C57-Méiuse 35 und 70
Tage nach 50 x 100 mGy analysiert. Je untersuchtem Tier wurden 50 Tubuli ver-

messen und ausgezéhlt.

3.7.3 Quantifizierung der S3BP1-Foci in PLZF—positiven
SSCs

Um eine quantitative Aussage iiber die Anzahl der in PLZF—positiven SSCs auf-
tretenden 53BP1-Foci treffen zu kdnnen, wurden diese im Mikroskop bei 600—
facher VergroBerung des Prédparats gezéhlt. Die Identifizierung der PLZF-
positiven Zellen erfolgte durch den Texas Red-Filter, die 53BP1-Foci wurden
durch den FITC—Filter quantifiziert. Fiir die Quantifizierung der 53BP1-Foci in
PLZF—positiven SSCs wurden je drei C57-Maéuse 0,5, 24 und 72 h nach 10, 20,
30, 40 und 50 x 10 bzw. 100 mGy und zwei SCID-Méuse 0,5, 24 und 72 h nach
10 und 20x 10 bzw. 100 mGy untersucht. Um die Untersuchungsgruppe des
SCID-Stammes zu vergroflern, wurden von den Gewebeproben der SCID-Maéuse
zusitzlich technische Replikate angefertigt. Zur Untersuchung der verbleibenden
53BP1-Foci wurden zusétzlich je drei C57-Maiuse 35 und 70 Tage nach 50 x
100 mGy analysiert. Fiir jede untersuchte Maus wurden mindestens 40 Zellen und

Foci gezdhlt.

3.8 Statistische Auswertung

Aus den erhobenen Daten wurden jeweils die Mittelwerte und die entsprechenden
Standardfehler berechnet. Um eine Aussage liber die statistische Signifikanz der
erhobenen Daten treffen zu kdnnen, wurde ein einseitiger Mann—Whitney—Test in
Origin (Version 8.6G, OriginLab Corporation, Northampton/Massachusetts,
USA), ausgefiihrt. Es wurden Wahrscheinlichkeitsmalle von p < 0,05 (*), p < 0,01
(**)und p <0,001 (***) festgelegt.



Ergebnisse

25

4 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Untersuchungen bzgl. der Auswir-
kungen einer fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung auf murines Hodengewebe

zusammengefasst.

4.1 Bestimmung der Tubulusquerschnittsflache

Die CSA von Gewebeproben von C57— und strahlensensitiveren SCID-Maiusen
wurde gemessen, um die Auswirkungen der in Kapitel 3.4 beschriebenen fraktio-
nierten Niedrigdosisbestrahlung auf die GréBe von murinen Tubuli zu untersu-
chen. Die C57-Miuse wurden nach 10, 30 und 50 Fraktionen, die SCID-Miuse
nach 10 und 20 Fraktionen a 10 bzw. 100 mGy jeweils 24 h nach der letzten Be-
strahlung untersucht (Abb. 4.1). Unbestrahlte Kontrolltiere wurden fiir beide
Mausstdmme als Referenz hinzugezogen. Fiir die Untersuchung wurden nur sol-
che Tubuli berticksichtigt, deren Quotient aus minimalem und maximalem Feret—
Durchmesser > 0,5 war. Die histologischen Aufnahmen zeigen Ausschnitte von
Querschnitten durch HE—gefirbtes Hodengewebe von C57— und SCID—Méusen,
wobei jeweils eine Kontroll- und ein bestrahltes Praparat dargestellt sind (Abb. 4

.1 A, B). Je Replikat wurden 100 Tubuli vermessen.

Im Hodengewebe von C57-Méusen war 24 h nach 50 x 100 mGy eine verringerte
Zellzahl innerhalb eines Tubulusquerschnitts zu erkennen (Abb. 4.1 A). Gewebe-
proben von SCID-Miusen zeigten nach einer Bestrahlungsdosis von
20 x 100 mGy eine verdnderte Zellanordnung im Tubulus (Abb. 4.1 B). Der bei
C57-Maéusen beobachtete Zellverlust (Abb. 4.1 A) ist eine mogliche Ursache der
Verkleinerung der CSA, weshalb das Messen der CSA als indirektes MaB fiir die

Zellanzahl im Tubulus herangezogen werden kann.

Nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung der C57-Méuse mit 10 mGy waren
keine signifikanten Unterschiede zur unbestrahlten Kontrolle festzustellen (Abb.
4.1 C). Eine Bestrahlungsdosis von 100 mGy hatte nach 10 Fraktionen im Ver-
gleich zur Kontrolle zunichst keine Verdnderung der CSA zur Folge. Signifikante
Verkleinerungen der CSA um 33 bzw. 56 % waren 24 h nach 30 bzw. 50x
100 mGy festzustellen (p < 0,05).
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Ein Vergleich der CSA zwischen den unbestrahlten und den bestrahlten SCID—
Maéusen brachte sowohl bei einer tdglichen Dosis von 10 als auch 100 mGy keine

signifikanten Unterschiede hervor (Abb. 4.1 D).
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Abb. 4.1: Bestimmung der CSA

A, B: Querschnitt durch einen Tubulus (Ausschnitt), HE-Ubersichtsfirbung. Kontrolle und 24 h
nach Bestrahlung mit 50 bzw. 20 x 100 mGy (A: C57; B: SCID). C, D: Dargestellt sind die CSA
[mm?] einer Kontrolle, wie auch nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung mit 10 (weiB}, diago-
nal gestreift) bzw. 100 mGy (schwarz) nach 10, 30 und 50 Fraktionen fiir den C57—-Stamm (C) und
nach 10 und 20 Fraktionen fiir den SCID—Stamm (D). Die CSA ist auf der y—Achse, die untersuch-
ten Bestrahlungsfraktionen sind auf der x—Achse aufgetragen. Die Gewebe wurden jeweils 24 h
nach der letzten Bestrahlung fixiert. Signifikanz nach Mann—Whitney (jeweils in Bezug zur Kon-
trolle): * p <0,05. Die Fehlerbalken geben die berechneten Standardfehler an. CSA = cross sectio-
nal area, engl. fiir Querschnittsflache.
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4.2 Untersuchung der SSCs, der Proliferation und der
Apoptose anhand von Markerproteinen

In den folgenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse hinsichtlich der Auswir-
kungen der Bestrahlung auf die Anzahl der PLZF—positiven SSCs, der Ki67—
positiven Zellen und der PARP1—positiven Zellen zusammengefasst. Die Quanti-
fizierung Ki67—positiver Zellen diente der indirekten Untersuchung der Prolifera-
tion, mittels PARP1 sollte die Apoptose indirekt charakterisiert werden. Pro Rep-
likat wurde die Anzahl der fiir die untersuchten Proteine positiven Zellen in 50

Tubuli ausgezéhlt.

4.2.1 Identifizierung und Quantifizierung der SSCs anhand
des PLZF-Markerproteins

SSCs, die durch mitotische Teilungen die fiir eine erfolgreiche Spermatogenese
essentiellen Tochterzellen hervorbringen, gehdren zu den strahlensensitivsten Zel-
len im Hodengewebe. Die Quantifizierung der SSCs im Hodengewebe ist in Ver-
bindung mit dem sichtbaren Zellverlust, einhergehend mit einer signifikanten
Verkleinerung der CSA bei C57-M4iusen nach 30 und 50 x 100 mGy (Abb. 4.1)
von besonderem Interesse. PLZF ist ein in der Literatur anerkannter Marker fiir
SSCs (Aponte et al., 2005) und wurde fiir die hier durchgefiihrten Immunfluores-
zenzfarbungen zur Identifizierung der SSCs verwendet. PLZF—positive Zellen
konnten nach entpsrechender Immunfluoreszenzfarbung unter einem Fluores-
zenzmikroskop identifiziert werden. In Abbildung 4.2 ist ein Ausschnitt eines
Tubulusquerschnitts einer unbestrahlten C57-Maus zu sehen, wobei die Zellkerne

mittels DAPI in blau und die PLZF—positiven SSCs in rot dargestellt sind.

Eine fraktionierte Bestrahlung verursacht bereits nach einer Bestrahlungsdosis
von 10 x 10 mGy eine um 27 % geringere Anzahl der SSCs im Gewebe (Abb.
4.2). Nach 30 bzw. 50 x 10 mGy nimmt die Anzahl um 42 bzw. 44 % ab. Eine
Bestrahlung mit 10 x 100 mGy hat eine Verringerung der Anzahl PLZF—positiver
Zellen um 59 % zur Folge. Nach 30 x 100 mGy nimmt die Anzahl um 60 % und
nach 50 x 100 mGy um 78 % ab. Die Abnahme in Bezug zur Kontrolle ist bei
C57—-Mausen fiir alle Fraktionen signifikant (p < 0,01 fiir 10 und 30, p < 0,001 fiir
50 Fraktionen).
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Die Anzahl der SSCs pro Tubulus von SCID-Méiusen wurde ebenfalls bestimmt
(Abb. 4.2, unten). Nach 10 x 10 mGy ist eine um 7 %, nach 20 x 10 mGy eine um
24 % verringerte Anzahl PLZF—positiver SSCs zu beobachten (p <0,01). Eine
Bestrahlung mit 10 x 100 mGy verursacht eine um 81 %, eine mit 20 x 100 mGy
eine um 92 % verringerte Anzahl PLZF—positiver SSCs pro Tubulus (p <0,001).
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Abb. 4.2: Anzahl PLZF-positiver SSCs pro Tubulus

Oben: Immunfluoreszenzfirbung eines Tubulus einer C57-Kontrollmaus (Ausschnitt). Blau:
Zellkerne, Rot: PLZF—positive SSCs. Unten: Die Anzahl der PLZF—positiven SSCs pro Tubulus
ist auf der y—Achse aufgetragen, die x—Achse gibt die jeweils untersuchten Bestrahlungsfraktionen
an. Die Bestrahlungsdosis betrug 10 (weil3, diagonal gestreift) bzw. 100 mGy (schwarz). Die un-
tersuchten Gewebe wurden jeweils 24 h nach der letzten Bestrahlung fixiert. Links: C57—Stamm.
Rechts: SCID-Stamm. Signifikanz nach Mann—Whitney (jeweils in Bezug zur Kontrolle):
**p<0,01, *** p<0,001. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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4.2.2 Untersuchung der Proliferation anhand des Ki67—
Markerproteins

Die Proliferation wurde indirekt mittels des Proliferationsmarkers Ki67 (Gerdes et
al., 1984) in Tubuli des Hodengewebes untersucht (Abb. 4.3), nachdem eine Ver-
kleinerung der CSA und eine verringerte Anzahl PLZF—positiver SSCs nach frak-
tionierter Niedrigdosisbestrahlung zu beobachten war. Hierzu wurden Ki67—
positive Zellen im Tubulusquerschnitt quantifiziert. In Abbildung 4.3 sind die
Ergebnisse fiir den C57— und den SCID-Stamm zusammengefasst. Der Bildaus-
schnitt zeigt eine Doppelfarbung gegen PLZF (rot) und Ki67 (griin), die Zellkerne
sind mittels DAPI in blau angefarbt. Nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung
mit 10 x 10 mGy ist bei C57-Mdusen eine um 19 % verringerte Anzahl Ki67—
positiver Zellen im Gewebe im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle festzustel-
len. Nach 30 bzw. 50 x 10 mGy verringert sich die Anzahl um 38 bzw. 32 %
(p <0,05). Bei einer Bestrahlungsdosis von 10 x 100 mGy waren 49 % weniger
Ki67—positive Zellen im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Nach 30 bzw.
50 x 100 mGy sank die Anzahl der Ki67—positiven Zellen um 92 bzw. 86 %
(p <0,05; Abb. 4.3).

Die Quantifizierung Ki67—positiver Zellen in Gewebeschnitten von SCID-
Mausen ergab nach 10 bzw. 20 x 10 mGy eine um 7 bzw. 24 % verringerte An-
zahl Ki67—positiver Zellen. Bestrahlungsdosen von 10 bzw. 20 x 100 mGy verur-
sachten einen Verlust Ki67—positiver Zellen um 98 % bzw. 95 % (p <0,05;
Abb. 4.3).



Ergebnisse

C57
Kontrolle

| RS 10 mGy
74 7 4 I 100 MGy

Co7
Ki6 7-positive Zellen/Tubulus
r
7 ‘
*>
il
A
SCID
Ki6 7-positive Zellen/Tubulus

*

1
Kontrolle 10x 30x 50x Kontrolle 10x 20x

Abb. 4.3: Anzahl Ki67—-positiver Zellen pro Tubulus

Oben: PLZF/Ki67-Doppelfarbung eines Tubulus einer C57-Kontrollmaus (Ausschnitt). Blau:
Zellkerne, Rot: PLZF—positive SSCs, Griin: Ki67 zur Markierung proliferierender Zellen. Unten:
Die Anzahl der Ki67—positiven Zellen pro Tubulus ist auf der y—Achse aufgetragen, die x—Achse
gibt die jeweils untersuchten Bestrahlungsfraktionen an. Die Bestrahlungsdosis betrug 10 (weil,
diagonal gestreift) bzw. 100 mGy (schwarz). Die untersuchten Gewebe wurden jeweils 24 h nach
der letzten Bestrahlung fixiert. Links: C57-Stamm. Rechts: SCID-Stamm. Signifikanz nach
Mann—Whitney (jeweils in Bezug zur Kontrolle): * p <0,05. Die Fehlerbalken geben den Stan-
dardfehler an.
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4.2.3 Untersuchung der Apoptose anhand des PARP1-
Markerproteins

Bisher konnte beobachtet werden, dass eine fraktionierte Niedrigdosisbestrahlung
eine Verkleinerung der CSA (Abb. 4.1), sowie eine verringerte Anzahl PLZF—
(Abb. 4.2) und Ki67—positiver (Abb. 4.3) Zellen zur Folge hat. Ein weiterer As-
pekt, den es zu berilicksichtigen gilt, ist die Apoptose. PARPI1 ist ein an der
Apoptose beteiligtes Protein. Wiahrend dieser Arbeit wurden PARP1-—positive
Zellen in bestrahltem und unbestrahltem Hodengewebe quantifiziert (Abb. 4.4). In
Abbildung 4.4 sind die Ergebnisse fiir den C57— und den SCID-Stamm zusam-
mengefasst. Der Bildausschnitt zeigt eine Doppelfarbung gegen PLZF (rot) und
PARPI1 (griin), die Zellkerne sind mittels DAPI in blau angeférbt.

Die Verdnderungen der Anzahl PARP1—positiver Zellen pro Tubulus sind fiir den
C57-Stamm zu keinem Untersuchungszeitpunkt signifikant. Bei den untersuchten
SCID-Méusen verringert sich die Anzahl PARP1—positiver Zellen pro Tubulus
nach 10 x 10 mGy um 40 % (p < 0,05), nach 20 x 10 mGy ist der Unterschied zur
Kontrolle nicht signifikant. Nach einer Bestrahlung von 10 x 100 mGy war eine
um 63 % geringere Anzahl PARPIl-—positver Zellen zu beobachten, nach
20 x 100 mGy ist die Anzahl der PARP1—positiven Zellen im Vergleich zur Kon-
trolle um 41 % verringert (p < 0,05).
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Abb. 4.4: Anzahl PARP1-positiver Zellen pro Tubulus

Oben: PLZF/PARP1-Doppelfarbung eines Tubulus einer SCID—Kontrollmaus (Ausschnitt). Blau:
Zellkerne, Rot: PLZF—positive SSCs, Griin: PARP1 zur Markierung apoptotischer Zellen. Unten:
Die Anzahl der PARP1—positiven Zellen pro Tubulus ist auf der y—Achse aufgetragen, die x—
Achse gibt die jeweils untersuchten Bestrahlungsfraktionen an. Die Bestrahlungsdosis betrug 10
(weil, diagonal gestreift) bzw. 100 (schwarz) mGy. Die untersuchten Gewebe wurden jeweils 24 h
nach der letzten Bestrahlung fixiert. Links: C57—-Stamm. Rechts: SCID—Stamm. Signifikanz nach
Mann—Whitney (jeweils in Bezug zur Kontrolle): * p <0,05. Die Fehlerbalken geben den Stan-
dardfehler an.
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4.3 Untersuchung der DNA—Reparatur mittels S3BP1

Zur Untersuchung der DNA—Reparatur in SSCs im Hodengewebe von Miusen
wurden Immunfluoreszenzfiarbungen mit Antikorpern gegen PLZF zur Identifika-
tion der SSCs und gegen 53BP1 zur Markierung von DSBs durchgefiihrt. 53BP1
sammelt sich in Foci an DSBs und ist nach Immunfluoreszenzfirbung als kleine
Punkte zu erkennen (Abb. 4.5 A, griin, Pfeile). Es sind drei Farbungen von Gewe-
beschnitten von C57-Méusen, reprisentativ fiir eine unbestrahlte Kontrolle und
zwei bestrahlte Mausprdparate (50 x 10 mGy und 50 x 100 mGy jeweils nach
24 h), dargestellt. Die Farbung der Kontrolle ldsst deutlich zwei PLZF—positive
Zellen (rot) erkennen, die unterschiedlich stark fiir S3BP1 (griin) positiv sind, wo-
bei keine Foci zu erkennen sind (Abb. 4.5 A). Die Aufnahmen der bestrahlten
Gewebeproben zeigen hingegen deutliche 53BP1-Foci in PLZF—positiven SSCs
(Abb. 4.5 A, Pfeile). Insgesamt wurden fiir den C57—Stamm drei biologische Rep-
likate untersucht und fiir den SCID-Stamm zwei biologische und jeweils ein
technisches Replikat. Es wurden mindestens 40 Zellen und 40 Foci in den unter-

suchten Replikaten ausgezéhlt.

Die Diagramme in Abbildung 4.5 B fassen die Analyse der Daten fiir die fraktio-
nierte Niedrigdosisbestrahlung mit 10 (links) und 100 mGy (rechts) des C57—
(oben) und des SCID—Stammes (unten) zusammen. Die Gewebe wurden 24 bzw.
72 h nach der letzten Bestrahlungsfraktion fixiert. Um eine Aussage iiber unmit-
telbar nach einer Einmalbestrahlung mit 10 bzw. 100 mGy induzierte DSBs tref-
fen zu konnen, wurden zusidtzlich Gewebe nach 0,5 h fixiert und analysiert

(Abb. 4.5 B).

Bei den C57-Mausen ist nach einer Einmalbestrahlung von 10 mGy im Vergleich
zur unbestrahlten Kontrolle sowohl nach 0,5 als auch nach 24 und 72 h eine signi-
fikante Zunahme der 53BP1-Foci in PLZF—positiven SSCs um 51, 54 bzw. 43 %
festzustellen (p < 0,05). Die Anzahl der 53BP1-Foci in den SSCs ist zu allen wei-
teren untersuchten Zeitpunkten im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle (in
Abb. 4.5 B als 0x 10 bzw. 100 mGy gekennzeichnet) um mind. 17 % erhoht
(p <£0,05). Nach 20 x 10 mGy ist die Zunahme der Anzahl der 53BP1-Foci im
Vergleich zur Kontrolle mit 101 % maximal. Eine Bestrahlungsdosis von
100 mGy fiihrt zu einer noch deutlicheren Zunahme der Anzahl der 53BP1-Foci
in den untersuchten SSCs (p <0,05). 0,5 h nach Einmalbestrahlung zur Induktion
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von DSBs ist die Anzahl der 53BP1-Foci im Vergleich zur Kontrolle um 263 %
erhoht. Auch im Vergleich zu der geringeren Dosis von 10 mGy ist 0,5 h nach der
Einmalbestrahlung eine um 240 % gréfere Anzahl von 53BP1-Foci festzustellen.
24 bzw. 72 h nach 10, 20, 30, 40 und 50 x 100 mGy verbleibt die Anzahl der
53BP1-Foci auf einem hohen Niveau, wobei die Zunahme 72 h nach 30 x
100 mGy mit 274 % maximal ist (p < 0,05). Wéhrend der fortlaufenden fraktio-
nierten Bestrahlung mit 100 mGy ist die Anzahl der 53BP1-Foci zu jedem Zeit-
punkt grofer als in der unbestrahlten Kontrolle als auch nach Bestrahlung mit

10 mGy.

Bei den SCID—Mausen hat die Einmalbestrahlung von 10 mGy zur Induktion von
DSBs weder 0,5 noch 24 bzw. 72 h nach Bestrahlung signifikante Verdnderungen
der Anzahl der 53BP1-Foci in den untersuchten SSCs zur Folge. Nach fraktio-
nierter Bestrahlung mit 10 mGy sind nur geringfiigige Verdnderungen festzustel-
len, wobei die Abnahme der Anzahl der 53BP1-Foci um 13 % 72 h nach 10 x
10 mGy signifikant ist (p <0,05). Im Vergleich zu den C57-Maéusen ist die An-
zahl der 53BP1-Foci nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung mit 10 mGy in
den untersuchten SCID—Méusen um bis zu zwei Mal groBer, bzgl. der unbestrahl-
ten Kontrolle ist eine dreifach hohere Anzahl von 53BP1-Foci bei SCID-Mausen
zu beobachten (Abb. 4.5 B). Eine hohere Bestrahlungsdosis von 100 mGy fiihrt
0,5 und 24 h nach Einmalbestrahlung zu einer Zunahme der Anzahl der 53BP1-
Foci in SSCs um 75 bzw. 105 % (p <0,05). Nach 10 wie auch 20 x 100 mGy
nimmt die Anzahl der 53BP1-Foci im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle zu
und tbersteigt das Niveau der Einmalbestrahlungen (p <0,05). Eine maximale
Zunahme um 221 % ist 24 h nach 20 x 100 mGy zu erkennen. Im Vergleich zu
den C57-Mausen ist die Anzahl der 53BP1-Foci nach fraktionierter Niedrigdo-
sisbestrahlung mit 100 mGy in den untersuchten SCID—M4usen fiir alle unter-

suchten Gewebeproben um bis zu vier Mal gréBer (Abb. 4.5 B).



Ergebnisse 35

C&7
50 x 10 mGy, 24h
C57 C57
Kontrolle 50 x 100 mGy, 24h
0.7+ 0,7+ [ ]0.5h
| R 24h
s A e I 72h
[&] o
B os & os
2 ] R -
5 % g
P~ g% g %1
0 g *
o B i
O ¢ 3 oo
g z
53 S
(=] o *
w L p2
o o
fun] m
] @ 01
0,0 .
Ox 1x M -
i
Fraktionen a 10 mGy Fraktionen a 100 mGy
14 - 144
*
12 12 B
[&] [&] * N *
w w
@ 10 w104
ﬂ‘) 9 * *
0O Zos+ 2 03 -
— = =
O 5, N
co a 064 & 06
3 B
=] (=]
Y044 L op44
& * &
B 024 B 024
0,04 ! 1 004 —
Ox 1x 1 - 10x 20x 0x 1x x - 10x 20x
| 1
Fraktionen & 10 mGy Fraktionen a 100 mGy

Abb. 4.5: Quantifizierung der S3BP1-Foci in PLZF—positiven SSCs

A Immunfluoreszenzfarbungen von Gewebeschnitten einer C57-Kontrollmaus und bestrahlten
C57-Mausen (50 x 10 bzw. 100 mGy, jeweils 24 h nach letzter Bestrahlung) Blau: Zellkerne, Rot:
PLZF—positive SSCs, Griin: 53BP1 zur Markierung von DSBs. B Anzahl der 53BP1-Foci pro
PLZF—positiver Zelle in C57— (oben) und SCID-Maiusen (unten). Auf der y—Achse ist die Anzahl
der 53BP1-Foci pro PLZF—positiver Zelle, auf der x—Achse sind die jeweils untersuchten Bestrah-
lungsfraktionen aufgetragen. Die Gewebe wurden 24 (weill, diagonal gestreift) bzw. 72 h
(schwarz), zusétzlich 0,5 h nach Einmalbestrahlung (weil, gekennzeichnet mit ,,i*) nach der letz-
ten Bestrahlung fixiert. Linke Diagramme: Bestrahlung mit 10 mGy. Rechte Diagramme: Bestrah-
lung mit 100 mGy. Signifikanz nach Mann—Whitney (jeweils in Bezug zur Kontrolle): * p <0,05.
Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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4.4 Regeneration nach fraktionierter Niedrigdosisbestrah-
lung

Der Epithelzyklus eines Tubulus im Maushoden betrigt ca. 35 Tage (Oakberg,
1956). Nach dieser Zeit ist eine Stammzelle zu einem fertigen Spermium gereift.
Nachdem eine fraktionierte Niedrigdosisbestrahlung mit einer Dosis von
100 mGy bei C57-Méusen zu einer deutlichen Verkleinerung der CSA (Abb. 4.1)
sowie zu einer Abnahme der Anzahl der PLZF—positiven SSCs (Abb. 4.2) und
proliferierenden Zellen (Abb. 4.3) gefiihrt hat, wurde die Regenerationsfahigkeit
des geschiddigten Gewebes untersucht. Die Strahlungseffekte waren 24 h nach
einer Bestrahlung von 50 x 100 mGy am grof3ten, weshalb zur Untersuchung der

Regeneration C57-Maiuse 35 und 70 Tage nach 50 x 100 mGy untersucht wurden.

Es wurden jeweils drei biologische Replikate nach 35 und 70 Tagen hinsichtlich
threr CSA, der Anzahl der PLZF— und Ki67—positiven Zellen sowie der Anzahl
der 53BP1-Foci in PLZF—positiven SSCs untersucht.

4.4.1 Bestimmung der Tubulusquerschnittsfliche

Nach einer fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung mit 30 bzw. 50 x 100 mGy war
eine Abnahme der CSA um 33 bzw. 56 % festzustellen (Abb. 4.1; p <0,05). Die
Untersuchungen 35 und 70 Tage nach 50 x 100 mGy ergaben im Vergleich zur
Kontrolle eine Grofenzunahme um 35 bzw. 70 %. Im Vergleich zur Grof3e der
CSA 24 h nach 50 x 100 mGy ist eine VergroBerung um 210 bzw. 290 % 35 bzw.
70 Tage nach der letzten Bestrahlung festzustellen (Abb. 4.6 A; p <0,05). Zwi-
schen Tag 35 und Tag 70 nimmt die GroBe der CSA um 26 % zu (Abb. 4.6 A;
p <0,05). Es wurden jeweils 100 Tubuli in den drei untersuchten biologischen

Replikaten ausgemessen.

Da das Alter der Miuse nach den Regenerationsperioden von 35 und 70 Tagen
das der Kontrollmiuse um etwa 4 bzw. 5 Monate iibersteigt, wurde zusitzlich die
CSA ausgewachsener 12 Monate alter Kontrollméuse untersucht. Die CSA der 12
Monate alten Kontrollméuse (0,026 = 0,003 mm?) war geringfligig groBer als die
2 Monate alten Kontrollmiuse (0,022 + 0,003 mm?). Die Ergebnisse der Messun-
gen der CSA 35 wie auch 70 Tage nach einer fraktionierten Niedrigdosisbestrah-
lung mit 50 x 100 mGy iibersteigen die fiir beide Kontrollgruppen gemessenen

Werte signifikant (p < 0,05).
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4.4.2 Identifizierung und Quantifizierung der SSCs anhand
des PLZF-Markerproteins

Die Anzahl der PLZF—positiven SSCs pro Tubulus nimmt in C57-Midusen mit
fortlaufender fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung um bis zu 75 % ab (Abb. 4.2;
p<0,01, p<0,001). Nach 35 bzw. 70 Tagen Regeneration nach 50 x 100 mGy
nimmt die Anzahl der SSCs pro Tubulus im Vergleich zu 24 h (= 1d) nach
50 x 100 mGy um 160 bzw. 264 % zu (Abb. 4.6 B; p <0,01). Die Zunahme der
Anzahl der SSCs pro Tubulus zwischen 35 und 70 Tagen um 40 % ist ebenfalls
signifikant (Abb. 4.6 B; p <0,05). Die Anzahl der PLZF—positiven SSCs, die fiir
die Kontrolltiere (1,6 & 0,3) bestimmt wurde, wird auch nach 70-tdgiger Regene-
ration (1,4 + 0,04) nicht erreicht (Abb. 4.6 B; p <0,05). Es wurden 50 Tubuli von
drei biologischen Replikaten hinsichtlich der Anzahl der PLZF—positiven Zellen

untersucht.

4.4.3 Untersuchung der Proliferation anhand des Ki67—
Markerproteins

Die Anzahl Ki67—positiver Zellen pro Tubulus nimmt wihrend einer fortlaufen-
den fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung mit 10 bzw. 100 mGy um bis zu 92 %
ab (Abb. 4.3; p <0,05). 35 bzw. 70 Tage nach 50 x 100 mGy ist eine Zunahme
um 75 bzw. 276 % im Vergleich zu der 24 h nach 50 x 100 mGy erhobenen An-
zahl Ki67—positiver Zellen festzustellen (Abb. 4.6 C; p <0,05). Die Regenerati-
onszeitpunkte vergleichend ergibt sich eine Zunahme der Anzahl Ki67—positiver
Zellen im Gewebe um 115 % (Abb. 4.6 C; p <0,05). Im Vergleich zur unbestrahl-
ten Kontrolle sind nach 35 Tagen 76 %, nach 70 Tagen 48 % weniger Zellen pro
Tubulus fiir Ki67 positiv (Abb. 4.6 C; p <0,05). Es wurden je 50 Tubuli von drei
biologischen Replikaten hinsichtlich der Anzahl der Ki67—positiven Zellen unter-

sucht.

4.4.4 Quantifizierung der residualen S3BP1-Foci in SSCs

Die Quantifizierung der 53BP1-Foci wéhrend einer fortlaufenden fraktionierten
Niedrigdosisbestrahlung ergab sowohl fiir eine Dosis von 10 als auch 100 mGy
eine signifikante Zunahme der Anzahl in PLZF-—positiven SSCs (Abb. 4.5;
p <0,05). Nach Regenerationsperioden von 35 bzw. 70 Tagen nimmt die Anzahl
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der 53BP1-Foci in SSCs im untersuchten Gewebe im Vergleich zu dem 24 h nach
50 x 100 mGy erhobenen Wert um 39 bzw. 47 % ab (Abb. 4.6 D; p <0,05). Nach
70 Tagen ist im Vergleich zu dem nach 35 Tagen erhobenen Wert eine um 13 %
geringere Anzahl von 53BP1-Foci in PLZF—positiven SSCs festzustellen (Abb.
4.6 D; p <0,05). Insgesamt ist 35 bzw. 70 Tage nach fraktionierter Niedrigdosis-
bestrahlung mit 50 x 100 mGy im Vergleich zur Kontrolle eine um 33 bzw. 16 %
hohere Anzahl von 53BP1-Foci in PLZF—positiven SSCs zu beobachten (Abb.
4.6 D; p <0,05). Es wurden jeweils mindestens 40 Zellen und 40 Foci in insge-

samt drei biologischen Replikaten ausgezahlt.
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Abb. 4.6: Regeneration murinen Hodengewebes

In den Diagrammen A bis D gibt die y—Achse den jeweils untersuchten Aspekt an. Auf der x—
Achse sind die Kontrolle und die untersuchten Zeitpunkte nach 50 x 100 mGy (1 d, 35 d und 70 d)
zu sehen. A CSA. B Anzahl der PLZF—positiven Zellen pro Tubulus. C Anzahl der Ki67—positiven
Zellen pro Tubulus. D Quantifizierung der 53BP1-Foci in PLZF—positiven Zellen. Signifikanz
nach Mann—Whitney (in Bezug zur Kontrolle und unter den einzelnen untersuchten Zeitpunkten):
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,00l. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
CSA = cross sectional area, engl. fir Querschnittsfliche, d = days, engl. fiir Tage.
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5 Diskussion

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung der Auswirkungen einer fraktio-
nierten Niedrigdosisbestrahlung auf murines Hodengewebe zweier verschiedener
Mausstdmme. Hierzu wurde das Gewebe im Rahmen einer Ganzkorperbestrah-
lung in vivo bestrahlt und anschlieBend hinsichtlich verschiedener Aspekte unter-
sucht. Ubersichtsfirbungen von Tubulusquerschnitten bestrahlter Hodengewebe-
proben lieBen einen deutlichen Zellverlust mit zunehmender Bestrahlungsfraktion
erkennen. Die Untersuchung nach fraktionierter Bestrahlung mit 100 mGy ergab
eine Verkleinerung der CSA. In Zusammenhang damit wurden die Anzahl der
SSCs und die der proliferierenden Zellen im Tubulusquerschnitt mit Hilfe von
Markerproteinen untersucht. Nach fraktionierter Bestrahlung mit einer Dosis von
10 bzw. 100 mGy je Fraktion nimmt die Anzahl der PLZF—positiven SSCs und
die der Ki67—positiven Zellen pro Tubulus ab. Weiterhin wurden apoptotische
Zellen mittels des Markerproteins PARP1 im Tubulusquerschnitt quantifiziert.
Die Anderung der Anzahl der PARP1-positiven Zellen pro Tubulus ist auch mit
zunehmender Bestrahlungsfraktion nicht signifikant. Zur Untersuchung der DNA—
Reparatur wurde das Vorkommen des Markerproteins 53BP1 untersucht. Hierzu
wurden die 53BP1-Foci in PLZF—positiven SSCs quantifiziert. Nach Bestrahlung

war in SSCs eine Zunahme der Anzahl der 53BP1-Foci festzustellen.

5.1 Auswirkungen einer fraktionierten Niedrigdosisbestrah-
lung auf murines Hodengewebe
Nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung konnte im Gewebe von C57— und
SCID-Maéusen ein deutlicher Zellverlust bzw. eine desorganisiert wirkende Zella-
nordnung innerhalb eines Tubulus festgestellt werden. Der nach Bestrahlung zu
beobachtende Zellverlust im Hodengewebe von C57-Maiusen steht in Einklang
mit verdffentlichten Untersuchungen, in denen auch andere Tierarten untersucht
wurden (de Ruiter—Bootsma et al., 1977; Huckins und Oakberg, 1978; Pineau et
al., 1989; van der Meer et al., 1993; Jahnukainen et al., 2007). Bordlein und Kol-
legen haben den Zellverlust in SPOC1—defizienten Méusen untersucht. SPOCI ist
fiir die SSC-Differenzierung und eine kontinuierliche Spermatogenese unver-
zichtbar (Bordlein et al., 2011). Der Zellverlust in Tubuli von SPOC1—-defizienten

Mausen hatte eine Verkleinerung der CSA zur Folge. Die Zellzahl innerhalb eines
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Tubulus steht folglich in Korrelation mit seiner CSA, weshalb diese als indirektes
MaB fiir die Zellzahl herangezogen werden kann. Um festzustellen, ab welcher
Bestrahlungsdosis eine Verkleinerung der CSA zu beobachten ist, wurde die CSA
nach 10, 30 und 50 x 10 bzw. 100 mGy fiir den C57—-Stamm und nach 10 und 20 x
10 bzw. 100 mGy fiir den strahlensensitiveren SCID—Stamm bestimmt. Nach
fraktionierter Bestrahlung mit 10 mGy waren bei beiden Mausstimmen keine
Verdnderungen der CSA festzustellen. Ab einer Bestrahlung von 30 x 100 mGy
war eine Verkleinerung der CSA bei den C57-Méusen deutlich. Bei den unter-
suchten SCID—Maéusen hingegen war nach 20 x 100 mGy eine desorganisiert wir-
kende Zellanordnung zu erkennen und keine deutliche Verkleinerung, was auf die
geringere Anzahl der auf den SCID—Stamm einwirkenden Bestrahlungseinheiten
und somit der geringeren Gesamtstrahlenbelastung (5 Gy (C57) vs. 2 Gy (SCID))
zurlickzufiihren sein konnte. Eine Untersuchung von SCID-Maéusen nach lidnger
andauernder Bestrahlung konnte Aufschluss dariiber geben, ob und in welchem
Ausmal} sich der Trend der verringerten CSA fortsetzt. Ein solcher Versuch ist
allerdings kritisch zu betrachten, da eine ldngere Bestrahlungsdauer ein hoheres
Stresspotential durch Transport und Bestrahlung und somit eine verstirkte Bil-
dung reaktiver Sauerstoffspezies bedeutet. Weiterhin ist die Reparatur strahlenin-

duzierter DNA—Léasionen durch die Mutation der DNA-PK eingeschrinkt.

Als Ursache fiir die verdnderte Zellanordnung in Hodengewebe von SCID-—
Maiusen sowie die Verkleinerung der CSA im Hodengewebe von C57-Méusen
konnte eine Abnahme der Anzahl der SSCs in den Tubuli in Frage kommen. Die
SSCs liefern die fiir die Spermatogenese essentiellen Tochterzellen, die wihrend
des Epithelzyklus eines Tubulus zu Spermatozoen heranreifen. Spermatogonien
sind im Vergleich zu anderen Keimzellstadien und den interstitiellen Zellen radio-
sensitiver (zitiert nach Fogg und Cowing, 1951), was durch mehrere Studien be-
stitigt wurde (Shaver ef al., 1953; Oakberg, 1955; Oakberg, 1959; van Beek et al.,
1984; Meistrich et al., 1984; Ahmed et al., 2007). Die Anzahl der SSCs in Tubuli
bestrahlter Mduse wurde in Gewebeschnitten quantifiziert, in denen das SSC—
Markerprotein PLZF mittels Immunfluoreszenzfarbung visualisiert wurde. Es
konnte gezeigt werden, dass fraktionierte Bestrahlungen iiber mehrere Wochen
mit 10 bzw. 100 mGy je Fraktion bei beiden Mausstimmen zu einer signifikanten
Abnahme der Anzahl der SSCs im Hodengewebe fiihrt, was friilhere Aussagen

iiber eine Abnahme der Stammzellzahl nach (fraktionierter) Bestrahlung bestétigt



Diskussion

43

(de Ruiter—Bootsma et al., 1977; Meistrich et al., 1984; de Rooij et al., 1989; van
der Meer et al., 1993). Durch den mit fortlaufender Bestrahlung immer kleiner
werdenden Stammzellpool innerhalb des Hodens verringert sich folglich die Ge-
samtzellzahl innerhalb eines Tubulus. Dieser Zellverlust ist fiir die messbare Ver-

kleinerung der CSA von Tubuli murinen Hodengewebes mitverantwortlich.

Die Radiosensitivitit des Hodengewebes, die stark von dem zum Bestrahlungs—
zeitpunkt herrschenden Epithelstadium des bestrahlten Tubulus und somit vom
Zellzyklus einzelner Zellen abhingig ist (Bianchi ef al., 1985; van Beek et al.,
1986a, b; van der Meer et al., 1992, 1993; Liu et al., 2007; Cordelli et al., 2012),
spielt ebenfalls eine Rolle. Die Reaktionen der verschiedenen Keimzellstadien
innerhalb eines Tubulus auf ionisierende Strahlung kdnnen somit unterschiedlich
ausfallen. Zur Vermeidung der Weitergabe falsch reparierten DNA—Materials an
Tochterstammzellen innerhalb des Selbsterneuerungsprozesses konnten sich SSCs
zu differenzierenden Spermatogonien weiterentwickeln und somit ihren Stamm-
zellcharakter und ihre PLZF-Positivitit verlieren. Dies erscheint durch die ab-
nehmende Anzahl PLZF—positiver SSCs und da keine Apoptose in SSCs beobach-
tet werden konnte naheliegend. Die Proliferation differenzierender Spermatogo-
nien bei vorliegenden DNA—Schiden kann weiterhin durch einen Zellzyklusarrest
gehemmt werden, wodurch die Weitergabe des defekten DNA—Materials an nach-
folgende Zellstadien unterbunden wird. Wihrend dieser Arbeit wurde der Aspekt
der Proliferation indirekt tiber die Quantifizierung Ki67—positiver Zellen pro Tu-
bulus untersucht. Die Anzahl Ki67—positiver Zellen pro Tubulus nimmt sowohl
bei Mdusen des C57— als auch des SCID—Stammes mit zunechmender Bestrah-
lungsfraktion und somit —dosis ab. Durch die verringerte Proliferation wird ver-
hindert, dass falsch oder noch nicht vollstindig reparierte DNA—Schdden an nach-
folgende Zellstadien weitergegeben werden. Folglich ist die Abnahme der Anzahl
Ki67—positiver Zellen neben der Abnahme der Anzahl PLZF—positiver SSCs als

eine weitere Ursache der zu beobachtenden Verkleinerung der CSA anzunehmen.

Neben der verringerten Proliferation stellt die Apoptose eine weitere Moglichkeit
dar, die Weitergabe von defektem DNA—Material zu verhindern. Die Apoptose
kann unter anderem in Zellen mit irreparablen DNA—Schiden eingeleitet werden
um das Erbgut zu schiitzen (van der Meer et al., 1992, 1993). Wihrend dieser
Arbeit wurde das Markerprotein PARP1, das wihrend der Apoptose durch Caspa-

se 3 gespaltet wird, zur Untersuchung der Apoptose 24 h nach der letzten Bestrah-
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lung einer fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung herangezogen. Die Expression
im Tubulus von Caspase 3, ein anerkanntes Markerprotein fiir die Apoptose, er-
reicht bereits 5 h nach einer Einmalbestrahlung mit 2 Gy sein Maximum (Riibe e?
al., 2011). Die Quantifizierung von PARP1—positiven Zellen in bestrahlten Tubuli
zeigte ihr Maximum 24 h nach der Bestrahlung (Riibe ef al., 2011), weshalb die-
ses Protein zur Untersuchung der Apoptose 24 h nach der letzten Bestrahlung ei-
ner fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung besser geeignet war. Der verwendete
Antikorper gegen PARP1 ist flir das wihrend der Apoptose auftretende Spaltpro-
dukt spezifisch (Kaufmann et al., 1993). Die Auswertung der Auszdhlung
PARP1—positiver Zellen pro Tubulus im Vergleich zur Kontrolle ergab fiir C57—
Miuse keine signifikanten Verdnderungen nach fraktionierter Niedrigdosisbe-
strahlung mit 10 bzw. 100 mGy je Fraktion. Bei Méusen des SCID—Stammes war
eine verringerte Anzahl PARP1—positiver Zellen 24 h nach 10 x 10 bzw. 100 mGy
und 24 h nach 20 x 100 mGy festzustellen. Die unterschiedliche Anzahl apoptoti-
scher Zellen zwischen den beiden untersuchten Stdmmen in der Kontrolle und
nach 10—facher Bestrahlung ist moglicherweise auf Stammesunterschiede oder
eine verdnderte Schadensantwort der SCID-Maiuse durch die Mutation in der
NHEJ zu begriinden (Riibe et al., 2011; Abuelhija et al, 2012, 2013). Um die
Apoptose nach Bestrahlung in Keimzellen ndher zu charakterisieren, sind weitere
Untersuchungen notwendig. Eine einzelne Methode ist nicht ausreichend aussage-
kréftig, um die Apoptose in Keimzellen, insbesondere in SSCs, zu untersuchen

(Liu et al., 2007).

Bei den bisher diskutierten Ergebnissen handelt es sich um absolute Zahlen. Eine
Betrachtung der Ergebnisse relativ zur Gesamtzellzahl des Tubulus konnte weitere
Erkenntnisse liefern. Dies bedarf allerdings weiterfiihrender Experimente, bei
denen die Gesamtzellzahl jedes untersuchten Tubulus erfasst wird. Es wére bei-
spielsweise moglich, dass die Anzahl PARP1—positiver Zellen relativ zur Gesamt-
zellzahl des Tubulus mit steigender Bestrahlungsfraktion zunimmt, was bei der

Betrachtung der absoluten Zahlen nicht zu bewerten ist.

Ein weiterer wichtiger Aspekt beziiglich der Strahlensensitivitét einer Zelle ist die
Effizienz von DNA-Reparaturmechanismen innerhalb der Zelle. Die DNA-
Reparatureffizienz nimmt von somatischen Zellen liber Spermatozyten und runde
Spermatiden bis hin zu den Spermatogonien ab (Ahmed et al., 2007), wodurch die

Radiosensitivitit zu den Spermatogonien hin zunimmt. Neben den undifferenzier-
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ten SSCs sind differenzierende Spermatogonien ebenfalls sehr radiosensitiv und
gehen nach Bestrahlung vermehrt in Apoptose (van der Meer ef al., 1992, 1993).
Spermatozyten konnen sich in Folge von Bestrahlung nicht mehr richtig weiter-
entwickeln, wodurch die Anzahl der runden und elongierten Spermatiden ab-
nimmt (Rowley et al., 1974). Dies sind weitere Bestitigungen fiir die Komplexitit
der Reparatur strahleninduzierter DSBs, die durch verschiedene Mechanismen, an

denen eine Vielzahl von Reparaturproteinen beteiligt sind, bewerkstelligt wird.

Neben YH2AX ist 53BP1 ein anerkanntes Markerprotein fiir DSBs (Schultz et al.,
2000; Zhang, Dissertation 2010; Riibe et al., 2011; Schanz & Schuler et al.,
2012). In der Immunfluoreszenz sind beide Proteine nach Markierung mit spezifi-
schen Antikorpern als Foci zu erkennen, wodurch eine indirekte Untersuchung der
DSBs nach verschiedenen Bestrahlungseinheiten ermoglicht wird. Nach andau-
ernder fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung ist ein Anstieg des S53BP1-
Focilevels in verschiedenen Zelltypen festzustellen, wobei sowohl langsam als
auch schnell proliferierende Gewebe untersucht wurden (Schanz & Schuler ef al.,
2012). Nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung mit 50 x 100 mGy war in ver-
schiedenen nicht oder langsam proliferierenden Geweben eine Akkumulation von
53BP1-Foci festzustellen (Schanz & Schuler et al., 2012). Die Quantifizierung
der 53BP1-Foci in PLZF—positiven SSCs liel nach 50 x 100 mGy ein erhdhtes
Focilevel im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle erkennen. Jedoch war, wie
z. B. in kortikalen Neuronen (Schanz & Schuler et al., 2012), keine Akkumulation
zu beobachten. Die Hypothese einer effizienten DNA—Reparatur in undifferen-
zierten SSCs wird unterstiitzt durch das geringere 53BP1-Focilevel in SSCs im
Vergleich zu anderen Zelltypen zusammen mit der Feststellung, dass SSCs im
Vergleich zu differenzierenden Spermatogonien weniger radiosensitiv sind

(Zhang, Dissertation 2010).

Ein Vergleich zwischen den Ergebnissen der Untersuchungen des C57— und des
SCID-Stammes zeigte hinsichtlich der unbestrahlten Kontrolle und der bis zu 20
Mal bestrahlten Proben ein niedrigeres 53BP1-Focilevel bei C57-Méusen. Dies
kann teilweise durch die Beeintrachtigung der DNA—Reparatur aufgrund einer
Mutation der DNA-PK, einem Kernprotein der NHEJ, erklédrt werden. Durch die
Mutation der DNA-PK, wird die Aktivierung von an der NHEJ beteiligtem Ar-
temis beeintrichtigt, wodurch die DNA—Reparatur nicht mehr effizient funktio-

niert. Die Aufgabe der DNA—PK, kann allerdings durch andere, der Familie der
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PI3K zugehorigen Kinasen iibernommen werden und somit die DNA—Reparatur,

wenn auch langsamer, gewahrleisten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden durch eine Untersuchung bestrahlten Hoden-
gewebes verschiedener Rattenstimme bekréftigt (Abuelhija et al., 2013). Es konn-
te gezeigt werden, dass der Verlust von Stamm-— und nachfolgenden Zellen nach
Bestrahlung durch vermehrten Zelltod von SSCs, Inhibition der spermatogoni-
schen Differenzierung, eine hormonelle Umstellung sowie das geschiadigte soma-
tische Umfeld bedingt war (Abuelhija et al., 2013). Der Zellverlust in allen unter-
suchten Stimmen war dosisabhdngig, das Ausmal} des Zellverlusts hingegen in
Abhéngigkeit des Stammes (Abuelhija ef al., 2013). Untersuchungen hinsichtlich
des Hormonhaushalts, der Zelldifferenzierung und der Apoptose der Keim— sowie
der somatischen Zellen konnten weitere Erkenntnisse bzgl. der Auswirkungen
einer fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung auf murines Hodengewebe hervor-

bringen.

5.2 Regeneration bestrahlten Hodengewebes nach fraktio-
nierter Niedrigdosisbestrahlung

Die Regeneration bestrahlten Hodengewebes ist in der Klinik von grofler Bedeu-
tung, da auch junge Menschen Neoplasmen entwickeln konnen und einer Strah-
len— und/oder Chemotherapie unterzogen werden miissen. Niedrige Dosen sind
hinsichtlich einer Strahlentherapie ebenfalls von Interesse, da neben Tumorgewe-
be auch immer gesundes Gewebe mit niedrigeren Dosen belastet wird. Um einen
Einblick in die Regenerationsfahigkeit bestrahlten Hodengewebes zu erlangen,
wurden insgesamt sechs C57-Méuse 35 bzw. 70 Tage nach einer fraktionierten
Niedrigdosisbestrahlung mit 50 x 100 mGy untersucht. Die Regenerationszeit-

rdume entsprechen einem bzw. zwei Epithelzyklen eines murinen Tubulus.

Zundchst wurde die CSA zu den festgesetzten Regenerationszeitpunkten be-
stimmt. In Abbildung 4.6 ist nach 35 bzw. 70 Tagen nach der letzten Bestrahlung
eine deutliche VergroBerung der CSA im Vergleich zu 24 h nach 50 x 100 mGy
zu erkennen. Weiterhin iibersteigt die CSA zu beiden Regenerationszeitpunkten
die Grofe der CSA der unbestrahlten Kontrolle. Eine altersabhingige Vergrofe-
rung der CSA konnte ausgeschlossen werden, nachdem zusétzlich die CSA 12

Monate alter Kontrolltiere bestimmt wurde. 24 h nach der fraktionierten Niedrig-
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dosisbestrahlung mit 50 x 100 mGy ist ein massiver Zellverlust zu beobachten,
den es auszugleichen gilt. Die Vergroferung der CSA zu den Regenerationszeit-
punkten {iber das Niveau der Kontrolltiere hinaus kdnnte mit einem sehr starken
Selbsterhaltungsimpuls des Gewebes zusammenhéngen. Der Stammzellpool wird
vergroBert, die Proliferation des Gewebes nimmt zu, was die Zunahme der Zell-
zahl innerhalb der Tubuli und somit die Vergroerung der CSA bedingt. Dies
konnte durch die Quantifizierung der SSCs und der Proliferation mittels PLZF—
bzw. Ki67—Antikorpern bestétigt werden. Die Auswertung zeigte einen Anstieg
der Anzahl PLZF- als auch Ki67—positiver Zellen im Gewebequerschnitt, was auf
eine Erholung des Gewebes 35 bzw. 70 Tage nach der letzten Bestrahlung schlie-
Ben ldsst. Die Ausgangswerte der unbestrahlten Kontrollen werden allerdings in
beiden Féllen nicht erreicht. Zum Erhalt der Reproduktionsfdhigkeit muss das
Gewebe den nach der Bestrahlung zu beobachtenden Zellverlust, der iiber die Be-
stimmung der CSA dargestellt werden konnte, ausgleichen. Eine Steigerung der
Anzahl der SSCs iiber den Selbsterneuerungsprozess ist eine Moglichkeit um den
Stammzellpool zu regenerieren. Ebenso ist eine, im Vergleich zu 24 h nach
50 x 100 mGy, gesteigerte Anzahl Ki67—positiver Zellen ein Indiz fiir die Regene-
rationsfahigkeit des Hodengewebes. Um eine vollstindige Regeneration des be-
strahlten Hodengewebes hinsichtlich der Anzahl PLZF—positiver SSCs sowie der
Proliferation zu erreichen, konnte eine Verlingerung der Regenerationsperiode
um weitere 35 Tage ausreichend sein. Dies wire allerdings in weiteren Experi-

menten zu untersuchen.

Betrachtet man die Anzahl der 53BP1-Foci in PLZF—positiven SSCs so ist festzu-
stellen, dass diese wihrend der Regenerationsperioden von 35 bzw. 70 Tagen im
Vergleich zu dem Wert 24 h nach 50 x 100 mGy signifikant abnimmt. Der Refe-
renzwert der unbestrahlten Kontrolle wird allerdings zu beiden Regenerations—
zeitpunkten nicht erreicht. Es sind weiterhin residuale 53BP1-Foci in den SSCs
zu beobachten. Bisher wurden noch keine Langzeituntersuchungen hinsichtlich
verbleibender 53BP1-Foci in PLFZ—positiven SSCs mehrere Wochen oder Mona-
te nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung unternommen, was die Notwendig-
keit der vorliegenden Untersuchungen unterstreicht. Eine Verldngerung der Rege-
nerationsperiode konnte Aufschluss dariiber geben, ob sich das Gewebe vollstén-
dig von der Bestrahlung erholt und die Anzahl von 53BP1-Foci den Kontrollwert

erreicht.
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Die hier diskutierten Ergebnisse stehen in Einklang mit der Literatur. Hodenge-
webe ist sehr strahlenempfindlich und bendtigt im Vergleich zu anderen Geweben
lingere Zeit zur Regeneration. Andere sich teilende Gewebearten, wie z. B. Ma-
gen— oder Darmschleimhaut, sind dazu in der Lage, den nach Bestrahlung mit
vergleichbarer Dosis auftretenden Zellverlust zu reduzieren und die Stammzellpo-
pulation kurze Zeit nach der Bestrahlung zu regenerieren (Withers, 1971; Chen
und Withers, 1972). Bis zu 33 Tage nach einer Einmalbestrahlung mit 4 Gy konn-
te in C57-M4iusen eine Abnahme der Zellzahl und des Gewichts der Hoden fest-
gestellt werden (Cordelli et al., 2012). Nach einer Regenerationsdauer von
45 Tagen war eine erste Erholung des Gewebes in Form einer Zunahme der An-
zahl runder Spermatiden festzustellen, was auf die Spermatogenese verbleibender
SSCs zuriickzufiihren war (Cordelli et al., 2012). Beziiglich humanen Hodenge-
webes ist bekannt, dass dieses je nach Strahlenbelastung Jahre zur vollstindigen
Regeneration bendtigt, falls die Bestrahlungsdosis nicht zu irreversiblen Schéden

des Gewebes gefiihrt hat und somit zu dauerhafter Infertilitit (Ash, 1980).

Verpaarungen mit weiblichen Mausen und Untersuchungen des Hormonhaushalts
konnten weitere Erkenntnisse iiber die Regenerationsfahigkeit und Fertilitdt be-
strahlten Hodengewebes liefern. Weiterhin wire es moglich, nach erfolgreicher
Verpaarung den Gesundheitszustand der Nachkommen auch in Hinblick auf

DNA-Schiden und Mutationen zu untersuchen.
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6.2 Abkiirzungsverzeichnis

53BP1 p53 bindendes Protein 1

Abb. Abbildung

ATM Ataxia Teleangiektasie mutiertes Homolog

ATR engl. Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein,;
Ataxia Teleangiektasie und Rad3—verbundenes Protein

bzw. beziehungsweise

C57 C57BL/6N (Mausstamm)

CSA engl. cross sectional area; Querschnittsfliche

CtBP C—Terminus bindendes Protein 1

CtIP CtBP—interagierendes Protein

d engl. days; Tage

DAPI 4' 6—Diamidin—2—phenylindol

DNA engl. deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure

DNA-PK,; engl. catalytic subunit; katalytische Untereinheit der DNA
abhéngigen Proteinkinase

Em. Emission

engl. englisch

et al. lat. et alii, et aliae, et alia; und andere

Ex. Extinktion

FITC Fluoresceinisothiocyanat

h lat. hora, Stunde

HE-Farbung Himatoxylin—Eosin—Farbung

HR Homologe Rekombination

MREI11 DNA-Doppelstrangbruch—Reparaturprotein MRE11

MRN-Komplex
NBS1
NHEJ

PARPI
PBS
PIK
PK

MRE11-RAD50-NBS1-Komplex

engl. Nijmegen breakage syndrome protein 1 homolog
engl. non—homologous end joining; nicht-homologe
Endverkniipfung

Poly—[ADP—Ribose]-Polymerase 1

Phosphat gepufferte Saline
Phosphoinositid—3—Kinasen

Proteinkinase
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PLZF

PTM
RADS50
RADSI

RT
SCF
SCID

sog.
SSCs
ssDNA
Tab.
XRCC4
z. B.

engl. promyelocytic leukemia zinc finger; promyelozyti-
sche Leukédmie Zinkfinger—Protein

peritubuldren Myoidzellen

DNA-—Reparaturprotein RADS50
DNA-—Reparaturprotein RADS51

Replikationsprotein A

Raumtemperatur

engl. stem cell factor; Stammzellfaktorprotein

engl. severe combined immunodeficiency; schwerer kom-
binierter Immundefekt

So genannt

spermatogonische Stammzellen

engl. single—strand DNA; Einzelstrang—DNA

Tabelle

engl. X—ray repair cross—complementing protein 4

zum Beispiel

Neben den oben stehenden Abkiirzungen wurden die géngigen Abkiirzungen der

SI-Einheiten verwendet.



Verzeichnisse 61

6.3 Abbildungsverzeichnis

Einleitung

Abbildung 2.1 Mechanismen der DSB—Reparatur

Abbildung 2.2 Aufbau des murinen Hodengewebes

Material und Methoden

Abbildung 3.1 Darstellung der Tubulusquerschnittsflédche

Ergebnisse

Abbildung 4.1 Bestimmung der CSA

Abbildung 4.2 Anzahl PLZF—positiver Stammzellen pro Tubulus

Abbildung 4.3 Anzahl Ki67—positiver Zellen pro Tubulus

Abbildung 4.4 Anzahl PARP1—positiver Zellen pro Tubulus

Abbildung 4.5 Quantifizierung der 53BP1-Foci in PLZF positiven
Stammzellen

Abbildung 4.6 Regeneration murinen Hodengewebes



62

Verzeichnisse

6.4 Tabellenverzeichnis

Material und Methoden

Tabelle 3.1 Liste der verwendeten Chemikalien

Tabelle 3.2 Liste der verwendeten Priméarantikorper

Tabelle 3.3 Liste der verwendeten Sekundérantikdrper

Tabelle 3.4 Bestrahlungsplan zur fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung

adulter Méause



Danksagung

63

7 Danksagung

Mein Dank geht an alle die direkt oder indirekt am Entstehen dieser Arbeit betei-

ligt waren.

Prof. Dr. med. Christian Riibe, Direktor der Klinik fiir Strahlentherapie und Ra-
dioonkologie, sowie der Leiterin des Labors flir molekulare Radioonkologie der
Universitit des Saarlandes, Prof. Dr. med. Claudia E. Riibe, mochte ich fiir die
Uberlassung des Arbeitsplatzes, des Themas dieser Doktorarbeit und den Einblick

in die moderne medizinische Forschung danken.

Stefanie Schanz gilt mein Dank fiir die Unterstiitzung im Labor und die gehaltvol-

len Diskussionen.

Jochen Greser mochte ich fiir seine aufbauenden Worte, die aullerordentliche Un-
terstlitzung wahrend meines Studiums bis hin zur Promotion und dariiber hinaus

aufrichtig danken. Danke, dass du immer fiir mich da bist!

Mein groBiter Dank gilt meinen Eltern Doris Maria und Franz Rudolf und meinen
Geschwistern Katharina und Stefan die mich wéhrend meines Studiums und wéh-

rend der Promotion stetig unterstiitzt haben. Danke fiir euren Riickhalt!



64

Danksagung






