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Zusammenfassung

Epigenetik ist ein schnell wachsendes Wissenschaftsfeld, welches sich mit den
Mechanismen der Genregulation ohne Veranderungen am Genotyp beschéftigt.
Die Epigenetik hat eine immer hoher werdende Relevanz vor allem in den Neu-
rowissenschaften, da epigenetische Mechanismen sowohl in der Gehirnent-
wicklung als auch in der neuronalen Differenzierung und auf3erdem im dynami-
schen Prozess der Gedachtnisformierung involviert sind. Epigenetische Regu-
lierung findet auf verschiedenen Ebenen der Genexpression statt. Angefangen
bei der direkten Modifikation von DNA und Histonenden, tber die Regulierung
des Transkriptionslevels, zu Interaktionen mit der mRNA, bis hin zur Regulie-
rung der Translation. Epigenetische Regulierung scheint aul3erdem eine wichti-
ge Rolle im Prozess des Alterns und in altersbedingten neurodegenerativen
Erkrankungen, wie der Alzheimer Erkrankung, M. Parkinson oder Huntington zu
spielen, wo sie Interaktionen von genetischen und umweltabh&angigen Faktoren
vermittelt, aber auch direkt mit krankheitsspezifischen pathologischen Faktoren
interagiert. Ziel der Arbeit ist es, die beiden Hauptmechanismen der Epigenetik,
namlich die Methylierung und die Demethylierung im Prozess des Alterns unter
verschiedenen Umwelteinflissen auf verschiedenen Ebenen zu analysieren
und eventuelle Unterschiede nachzuvollziehen. Mause wurden im Alter von 3
Wochen von lhrer Mutter getrennt und dann entweder durchgehend im ,Enri-
ched” Kafig oder in einem Einzelkafig bis zu 129 Tage gehalten. Nach unter-
schiedlich langen Beobachtungsphasen wurden Hippocampus und Kleinhirn
von jeweils 5 Tieren analysiert. Des Weiteren wurde untersucht, ob eine mode-
rate Veranderung des Futters sich auf den 5mC- und 5hmC-Gehalt auswirkt.
Hierzu wurden Mause im Alter von 3 Wochen von ihrer Mutter getrennt, in 3er
Kafigen fur bis zu 273 Tage gehalten und entweder mit normalen Haltungsfutter
ernahrt, wie es auch in der hauseigenen Tierhaltung verwendet wird, oder mit
Zuchtfutter ernéhrt, welches sonst nur bei trachtigen Weibchen eingesetzt wird
und einen hoheren Energiegehalt aufweist. Auch hier wurden nach unterschied-
lich langen Beobachtungsphasen von jeweils 3 Tieren der Hippocampus und
das Kleinhirn untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
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dass sich Umwelteinflisse, vor allem Enriched Environment, in Teilen auf den
Methylierungs- und Demethylierungsprozess in Hippocampus und Cerebellum
auswirken. Es wurde gezeigt, dass sich Methylcytosin und Hydroxymethylcyto-
sin im Hippocampus unter Enriched Environment global erh6hen, ebenso wie
die Genexpression von Tetl-3 und Tdg. Dass die Epigenetik abhéngig von der
Hirnregion reguliert wird, zeigt sich durch Reduktion von Methylcytosin und
Hydroxymethylcytosin im Cerebellum unter Enriched Environment und eine An-
derung der Genexpression in Dnmtl und Dnmt3b, sowie Tet2. Obwohl der Un-
terschied zwischen den beiden Futterarten nur ~10% umsetzbarer Energie be-
trug, zeigten sich uber einen Zeitraum von 273 Tagen Unterschiede, welche die
Vermutung zulassen, dass die Ernahrung sich auf epigenetische Prozesse
auswirkt. So sind sowohl im Hippocampus als auch im Cerebellum fast alle ge-
messenen relativen Genexpressionswerte der M&ause, welche mit Zuchtfutter
erndhrt wurden geringer als jene der mit Haltungsfutter erndhrten Mause.
Ebenso ist die Anzahl Methylcytosin- als auch Hydroxymethylcytosin-positiver
Zellen im Gyrus Dentatus des Hippocampus und in der Kdrnerzellschicht des
Cerebellum in Zuchtfutter erndhrten Mausen verringert. Diese Ergebnisse las-
sen auf eine mogliche Beeinflussung der epigenetischen Regulation im Gehirn
durch Umweltfaktoren schlieBen. Durch gezielte Einflussnahme auf epigeneti-
sche Mechanismen kdnnten neue Strategien zur Pravention von neurodegene-

rativen Krankheiten erarbeitet werden.
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Summary

Epigenetics is a rapidly developing field, which deals with mechanisms of gene
regulation without changing the genotype. Because epigenetic mechanisms are
involved in neurodevelopment, neuronal differentiation and learning and
memory, epigenetics show increasing importance in neuroscience. Epigenetic
regulation works on different stages of gene expression. This ranges from di-
rect modification of DNA and histones, regulation of transcription levels and in-
teractions with mRNA, to regulation of translation. Epigenetic dysregulation
seems to play an important role in ageing and age-related neurodegenerative
diseases like Alzheimer, Parkinson or Huntington, where it can trigger interac-
tions between genetic and environmental factors or interacts directly with patho-
logical factors. The aim of this study is to explore the two main mechanisms,
namely methylation and demethylation in the process of ageing with different
environmental factors. At an age of 3 weeks, after weaning, C57/BI6 female
mice were transferred either to an enriched cage or as a control, singly housed
for a maximum of 129 days. After different periods of treatment the hippocam-
pus and the cerebellum of 5 mice were analysed. In addition it was tested if a
moderate difference in energy uptake influences the global levels of methylcy-
tosine or hydroxymethylcytosine. C57/BI6 female mice were kept after weaning
with at the age of 3 weeks in standard cages with 3 animals each up to 273
days. They were fed either with a maintenance diet or with breeding food. After
different periods of treatment the hippocampi and cerebella of 3 animals per
group were analysed. The present study shows that environmental factors, es-
pecially enriched environment, influence partially the methylation and demethyl-
ation machinery in hippocampus and cerebellum. Methylcytosine and hy-
droxymethylcytosine are globally increased in the enriched mice, as well as
gene expression of Tetl-3 and Tdg. Epigenetics are regulated variable in differ-
ent brain regions. In the cerebellum of enriched mice methylcytosine and hy-
droxymethylcytosine are reduced and the expression of Dnmtl, Dnmt3b and
Tet2 are upregulated. Although the difference in convertible energy of the dif-
ferent food was only 10%, alterations in gene expressions of enzymes involved
in the methylation and demethylation process increased after a time span of

273 days, suggesting the role of nutrition in epigenetic mechanisms. Nearly all
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levels of gene expression in breeding fed mice are reduced compared to the
maintenance diet fed mice and the number of mC- and 5hmC-positive cells are
reduced in hippocampus and cerebellum of breeding fed mice. These results
show a possible influence of environmental factors in epigenetic regulation. Di-
rected control of epigenetic mechanisms could help to develop new strategies

for prevention of neurodegenerative diseases.
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1 Einleitung

1.1 Epigenetik

Seit im Jahr 1869 die ersten Entdeckungen durch den schweizer Arzt Friedrich
Miescher zur DNA gemacht wurden und die Struktur im Jahre 1953 durch
Watson und Crick beschrieben wurde, sind mehr als 1 Millionen Arbeiten zum
Thema DNA publiziert worden. Durch die komplette Sequenzierung des huma-
nen Genoms im Jahr 2003 durch das ,Human Genome Project wurde die DNA
zu einer Art ,Bedienungsanleitung® des Lebens. Jedoch werden Gene nicht
immer exprimiert, DNA nicht immer in RNA umgeschrieben und RNA nicht im-
mer in Proteine transkribiert. Dieses komplizierte Netzwerk der Genregulation
wird in Teilen durch die Epigenetik erklart, vergleichbar mit der Software eines
Computers die angibt, welche Funktionen die Hardware ausfuhrt und welche
nicht.

Epigenetik wurde erstmals 1942 durch Conrad Waddington benannt, der sie als
~Wechselwirkung von Genen und ihren Produkten, welche zum Phanotyp eines
Organismus fuhren“ beschrieb (Abbildungl). Es wird angenommen, dass der
Entwicklungsverlauf zwar durch die Gene grundsatzlich vorgegeben ist, jedoch
Faktoren wie Stress, Toxine oder Erndhrung die phanotypische Auspragung
sehr stark beeinflussen kdnnen. Mittlerweile versteht man unter dem Begriff
Epigenetik die Definition von Arthur Riggs ,vererbbare Veranderungen der Ge-
naktivitat, ohne Veranderung der Abfolge der DNA Bausteine“ (Riggs, 1989;
Saxena et al., 2011). Epigenetische Prozesse sind fur die Entwicklung eines
Organismus sowie fur die Spezialisierung von Zelltypen unerlasslich. Sie um-
fasst dabei verschiedene Bereiche: DNA Methylierung, Histonmodifikationen,
nichtkodierende RNA und Nukleosompositionierung an der DNA Sequenz. Die
DNA Methylierung wird aufgrund ihrer Transkriptionshemmung als Schliissel-
prinzip angenommen. Mechanismen welche die Initiation, die Aufrechterhaltung
ebenso wie die Loschung der DNA Methylierung regulieren, spielen eine zentra-
le Rolle im erfahrungsabhéangigen Gedachtnis der DNA. Die Forschung hat in

den letzten Jahren gezeigt, dass epigenetische Mechanismen oft als Mediator
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der Genregulation die Entstehung verschiedenster Krankheiten wie Krebs oder

neurodegenerative Erkrankungen beeinflussen.

Epigenetische Veranderungen in postmitotischen Zellen, wie beispielsweise
Neuronen, fuhren zu strukturellen, physiologischen und metabolischen Abwei-
chungen, die wiederum zu verschiedenen Phanotypen ausgepragt werden kon-

nen, wie in eineiigen Zwillingen gezeigt wurde (Fraga et al., 2005).

Eine der beststudierten epigenetischen Veranderungen ist die Methylierung an
der 5-Position der Cytosinbase (5mC), welche auch funfte Base genannt wird.
Zusammen mit den Histonmodifikationen, moduliert 5mC epigenetische Pro-
zesse wie die Stilllegung eines Gens Uber CpG Inseln und ist auch in die gene-
tische Pragung involviert (Bartolomei and Ferguson-Smith, 2011; Bird, 2002;
Yasukochi et al., 2010). Des Weiteren wurde die ,sechste Base®, eine Hydro-
xymethylierung an der 5-Position des Cytosins (5hmC) in hohem Mal3 im zent-
ralen Nervensystem gefunden, wobei dessen Funktion noch nicht eindeutig ge-

klart ist.
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Abbildung 1: veranderte Grafik Waddingtons ,,The Strategy of the Genes“ (1957). Der Ball
reprasentiert den Verlauf der Entwicklung. Auf dem gedanklich hchsten Punkt des Tals ist die
befruchtete Eizelle anzunehmen. Der Ball folgt den vorhandenen Entwicklungspfaden, zwischen
den einzelnen Pfaden kann der Verlauf nicht ohne weiteres gedndert werden. Jedoch kann eine
Induktion von aufen stark genug sein, um eine Talwand in der epigenetischen Landschaft zu
Uberwinden und die Entwicklung wird anders kanalisiert.
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1.2 DNA Methylierung

DNA Methylierung wird in zwei Formen der Methylierung aufgeteilt: tatsachliche
Schaden und Modifikationen. Methylierungsschaden, wie N'-Methyladenosin
(m*A) und N-Methylcytosin (m3C), welche durch endogene oder exogene Me-
thylierungsagenzien entstehen, wirken cytotoxisch und/oder mutagen durch
Blockierung und Veranderung der Watson-Crick Basenpaarung. Methylie-
rungsmodifikationen, vor allem in Form von 5-Methylcytosin (5mC) in der DNA
und N°-Methyladenosin in der messenger RNA (mRNA), werden durch S-
Adenosylmethionin (SAM)-abhéngige Methyltransferasen generiert und veran-
dern die Watson-Crick Basenpaarung nicht, sondern haben wichtige regulatori-
sche Aufgaben in der Entwicklung von Saugetieren und ihre Fehlregulierung
kann zu verschiedensten Krankheiten, unter anderem Krebs fuhren (Fu and He,
2012; Klose and Bird, 2006; Smith and Meissner, 2013). DNA-Methylierung
spielt eine wichtige Rolle bei genomischen imprinting, Reprogrammierung und
Stabilitat, zellularer Differenzierung, X-Chromosom Inaktivierung, Transposon
Stilllegung, RNA Splicing und DNA Reparatur (Guo et al., 2011b; Ndlovu et al.,
2011; Laurent et al., 2010). In adulten Saugerzellen sind ungefahr 70% der Cy-
tosin-phosphat-Guanin Inseln (CpGs) des Genoms methyliert. Die Enzymfami-
lie, welche fir die Addition der Methylgruppe an das funfte C-Atom des Cytosins
verantwortlich ist, sind die DNA Methyltransferasen (DNMTs), mit dem Methyl-
gruppendonor SAM.

SAM
NH, (SAH-CHs) SAH NH,

L T Hscn

/g DNMTs

Abbildung 2: DNA-Methylierungsreaktion der Base Cytosin zu 5-Methylcytosin Gber DNA-
Methyltransferasen (DNMTSs) mit S-Adenosylmethionin (SAM) als Cofaktor. Z= Zuckerrest
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DNMT1, welches in undifferenzierten, sowie differenzierten Zellen exprimiert
wird, ist fur die Aufrechterhaltung der DNA Methylierung wahrend der zellularen
Replikation zustandig wenn die Strange der DNA separiert und kopiert werden.
DNMT1 bindet bevorzugt an hemimethylierte DNA und kopiert das DNA Methyl-
ierungsmuster des parentalen DNA-Stranges auf den neu replizierten DNA-
Strang (Auclair and Weber, 2012); (Bormann et al., 2011); (Alikhani et al.,
2011).

Die de Novo DNMTs sind DNMT3a und DNMT3b mit dem Cofaktor DNMT3L
(DNA methyltransferase-like protein), welche sowohl unmethylierte als auch
hemimethylierte DNA wahrend der Embryogenese und in differenzierten Zellen
methylieren und die in embryonalen Stammzellen hoch exprimiert sind.
DNMT3b ist essentiell in der frihen Embryogenese, wahrend DNMT3a in der
spaten Embryogenese bendtigt wird und in postmitotischen Neuronen, welche
nicht langer der aktiven DNA Synthese wahrend der Zellteilung unterliegen,
wichtig ist. Im Gegensatz zu DNMT3b spielt DNMT3a vermutlich eine wichtige
Rolle bei der Regulierung von DNA Methylierungsmustern und Stilllegung neu-
ronaler Genexpression als Antwort auf Umgebungsreize (Achanta et al., 2005).
DNMT3L hat keine katalytische Domane und verstarkt als Cofaktor die de Novo
Methylierungsaktivitdit von DNMT3a und DNMT3b (Auclair and Weber, 2012).
Im adulten Hirn findet Methylierung in Vorlauferzellen in den neurogenen Zonen

und in postmitotischen Neuronen statt.

Die am starksten exprimierten DNMTs in postmitotischen Neuronen sind
DNMT1 und DNMT3a, wéahrend die Expression von DNMT3b relativ niedrig ist
(Achanta et al., 2005; Costa et al., 2004; Fujita et al., 2000; Zhubi et al., 2009).

1.3 DNA Hydroxymethylierung

5-Hydroxymethylcytosin (5hmC), auch sechste Base genannt, ist ein Oxidati-
onsprodukt aus 5-Methylcytosin und wurde 2009 ,wiederentdeckt®, als Tahiliani
et al. herausfanden, dass das Enzym ten-eleven-translocation 1 (TET1), eines

der drei Enzyme aus der TET-Familie, 5mC zu 5hmC oxidiert (Tahiliani et al.,
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2009). TET1, welches vorrangig in der chromosomalen Translokation bei Leu-
kadmie involviert ist, katalysiert die Umwandlung von 5mC zu 5hmC uber die
Kofaktoren Fe(ll) und 2-Ketoglutarat. Nachfolgend wurde bei den verwandten
Enzymen TET2 und TET3 die gleiche enzymatische Aktivitat nachgewiesen
(Ito et al., 2010).

TET-Proteine oxidieren nicht nur 5mC zu 5hmC sondern kénnen weiterfihrend
5hmC zu 5-Formylcytosin (5fC) und weiter zu 5-Carboxylcytosin (5caC) oxidie-
ren (He et al., 2011a; Ito et al., 2011). 5hmC ist ein Zwischenprodukt in der akti-
ven, replikationsunabhangigen DNA Demethylierung und ist ein starker Inhibitor
der DNMT abhangigen Methylierungsreaktion, was zu einer passiven Demethyl-
ierung Uber mehre Replikationszyklen fuhrt (Hashimoto et al., 2012; Valinluck
and Sowers, 2007). Die Forschung der letzten Jahre zeigt aber auch, dass die-
se Base eine sehr wichtige Rolle in der epigenetischen Genkontrolle spielt. So
ist 5hmC stark mit Genen und mit regulatorischen Elementen innerhalb des
Genoms assoziiert und ist unter anderem vorhanden in embryonalen Stamm-
zellen, Urkeimzellen, befruchteten Oozyten und ist sehr stark vertreten im Ge-

hirn.
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Abbildung 3: Gewebeabhéngige Unterschiede an globalem 5hmC Gehalt relativ zu Gehirn
(Nestor et al., 2012).

Das adulte Saugerhirn weist den héchsten Gehalt an 5hmC von allen Gewebe-
arten auf, die bis jetzt untersucht wurden. Es sind bis zu 1% aller Cytosine im

humanen Cortex hydroxymethyliert und im Kleinhirn wurden in Purkinje- und
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Kornerzellneuronen 0,2 und 0,6% 5hmC an Gesamtnukleotiden gefunden
(Kriaucionis and Heintz, 2009). Aufgrund dieser Zahlen lasst sich annehmen,
dass 5hmcC eine stabile Modifikation ist, denn ware es eine transiente DNA Mo-
difikation im Gehirn, miusste die Umsatzrate sehr niedrig sein. In der ersten
Halfte des Lebens nimmt 5hmC im humanen und Maushirn zu, bis sich im adul-
ten Hirn das Hochstniveau gebildet hat. Ab diesem Zeitpunkt nimmt 5hmC al-
tersabhangig ab (Kraus et al., 2014). Diese Daten lassen eine Abhangigkeit von
5hmC von der Entwicklung im Hirn als sehr wahrscheinlich erscheinen, da
5hmC positive Zellkerne in Neocortex und subkortikaler wei3er Hirnsubstanz

von Geburt an bis zum adulten Alter zunehmen.

TDG/BER o7
MBD4 DN
APOBEC /
AID
NH, NH,
i [
DNA N o Maintenance: DNMT1 DNA N o
0. : 0.
o de novo: DNMT3A/B o
0 0
DNA* C >.._ TDG/BER DNA 5mC
S o)
HO/\\kaH
N’go TET
TDG/BER Hoo 0y, Fe(ll)lo-
~_. APOBEC3/ KG
b o .. AID
5hmuU
O NH, ?\ NH, NH2
HO™ N H™ \ﬁN HO/\| SN
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Abbildung 4: Dynamische Regulation von 5mC, 5hmC, 5fC und 5caC in der DNA. DNMTs
sind verantwortlich fiir die Umwandlung von Cytosin in 5mC, TET Enzyme fur die Oxidation von
5mC in 5hmC und weiter zu 5fC und 5caC. APOBEC/AID wandeln 5hmC in 5hmU und 5mC in
Thymin um. TDG, SMUG1 und MBD4 sind uber die Basenextinktionsreparation verantwortlich
fur das Ersetzen durch unmodifiziertes C. (Fu and He, 2012).
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TET-Proteine wurden erstmals als Fusionspartner des MLL Gens in akuter
myeloischer Leukdmie (AML) gefunden. Die Umwandlung von 5mC in 5hmC in
Zellkultur wurde zuerst fir TET1 entdeckt (Tahiliani et al., 2009). Spater wurde
in vitro und in vivo gezeigt, dass TET Proteine auch 5fC und 5caC enzymatisch
von 5mC ausgehend generieren kénnen (Pfaffeneder et al., 2011; Ito et al.,
2011; He et al., 2011a). TET Proteine besitzen drei konservierte Domanen, eine
CXXC-Zinkfinger-Domane, die eine hohe Affinitdt zu geblndelten nicht-
methylierten CpG Dinukleotiden aufweist, eine Cystein-reiche (Cys-rich) Doma-
ne und eine doppelstrangige B-helix gefaltete Struktur (DSBH), welche typisch
ist fur Fe(ll)- und 2-Oxoglutarat-abhangige Dioxygenasen (Tahiliani et al.,
2009).

TET1 1 CXXC, (Cysrich>—{____DSBH ___|— 2039
TET2 1 (Cysrich>—{ DSBH ___}— 1921
TET3 1 a2 Cysrich)——{ __ DSBH___j—— 1,803

Abbildung 5: Schematische Darstellung der funktionellen Doméanen der TET Proteine.
Zink-Finger Domane (blau), Cystein-reiche Domane (orange) und DSBH-Domane (griin). TET2
besitzt keine CXXC-Domaéne. (Shen et al., 2014)

Die Oxidation durch die TET-Enzyme kann in 2 Stufen gegliedert werden: Sau-
erstoffaktivierung und Substratoxidation. Die Sauerstoffaktivierung ist ein Vier-
Elektronen Prozess. Fe(ll) und a-Ketoglutarat (a-KG) geben jeweils 2 Elektro-
nen um ein Sauerstoffmolekdl erst in ein stabilisiertes Peroxointermediat und
weiter zu einem Fe(IV)-oxo Intermediat zu aktivieren (Krebs et al., 2007). Im
Substrat-Oxidationsschritt oxidiert das hochaktive Fe(lV)-oxo Intermediat die
inerte C-H Bindung des Substrates und Fe(IV) wird zu Fe(ll) reduziert um den

katalytischen Zyklus zu vervollstandigen (Shen et al., 2014).

5mC wird Uber die TET Proteine schrittweise zu 5hmC, 5fC und 5caC oxidiert.
Miller et al. fanden heraus, dass die (De-) Methylierung eine grof3e Rolle im
Lernprozess sowie bei der Gedachtnisbildung spielen und eine pharmakologi-

sche Inhibierung der DNA Methylierung zu Defekten in synaptischer Plastizitat
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und zu Beeintrachtigung des Gedachtnis fuhrt (Miller and Sweatt, 2007; Miller et
al., 2008; Miller et al., 2010). Insbesondere TETL1 ist in der adulten Neurogene-
se und der Gedachtnisformierung von Bedeutung, da es fir die Demethylierung
des Fibroblasten Wachstumsfaktor FGF1 (engl.: fibroblast growth factor) und
des aus dem Hirn stammenden neurotrophischen Faktors BDNF (engl.: brain-
derived neurotrophic factor) verantwortlich scheint (Guo et al., 2011a).

Des Weiteren wurde fur TET1-knockout-Méause eine verdnderte Neurogenese
und ein schlechteres raumliches Gedachtnis nachgewiesen (Zhang et al.,
2013).

Substrate
O

Dioxygen
activation
H,0
H
Rx‘C’R)
(0] 0 !
o ) H
‘ O..g (|1j‘H'S Y ? His
g | i ~Asp 0\0"',Fe(IV)
O His 07 1™ “Asp
His
Peroxo
R1-HR2
C H
H R,~~-R
(I\H R‘\(.:,R7 l? 2 co,
J (H
Product ¢ (on 0 W) -
«His 0., s
oA~ O e oAy Fe(V)
Substrate 0 I—:is AP e O i 5P

oxidation Fe(IV)-oxo

Abbildung 6: Chemischer Mechanismus der Oxidation von 5mC. Bei der Sauerstoffaktivie-
rung wird ein hochaktives Fe(lV)-oxo Intermediat gebildet, welches das Sauerstoffatom im Sub-
stratoxidationsschritt an die C-H Bindung des Substrates abgibt (Shen et al., 2014).

Das uber die TET Enzyme gebildete 5hmC wird entweder weiter Gber die TET
Enzyme zu 5fC und 5caC oxidiert, oder tber AID/APOBEC (engl.: activation-
induced cytidine deaminase/ apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like) Enzyme desaminiert und das Produkt 5hmU (5-
hydroxymethyluracil) Uber den Basenextinktionsmechanismus (BER, engl.:
base excision repair) durch Cytosin ausgetauscht (Guo et al., 2011b). Ebenso
kann 5mC Uber AID/APOBEC — BER wieder zu Cytosin umgewandelt werden
(Zhu, 2009; Rai et al., 2008; Popp et al., 2010).
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5fC und 5caC werden uber DNA-Glykosylasen, wie die ,Single-strand selective
monofunctional uracil DNA glycosylase® (SMUG1), ,Methyl-CpG-binding do-
main protein 4“ (MBD4) und die Thymin DNA Glykosylase (TDG) Uber BER zu
unmethyliertem Cytosin regeneriert. Die Forschung der letzten Jahre hat ge-
zeigt, dass der Abbau Uber TDG der wahrscheinlichste Weg ist, da im Gegen-
satz zu den anderen beiden Enzymen bei TDG eine signifikante Aktivitat fur 5fC
und 5caC nachgewiesen wurde (He et al., 2011b; Maiti and Drohat, 2011).
TDG erkennt und entfernt spezifisch 5fC und 5caC, aber weder Cytosin noch
5mC oder 5hmC in der doppelstrangigen DNA, wenn es mit Guanin gepaart ist
(He et al., 2011a; Maiti and Drohat, 2011). TDG generiert abasische Enden, die

durch den BER-Mechanismus erkannt und repariert werden.

DNA

Asnl191 b

TDG

H,0 Base

iScaC\’; —_—> @@

H,0 Base

BER
dCTP  PPi -

Alal45

\

Asn157

[

TDG enzyme

Abbildung 7: (a) Gezeigt ist das aktive Zentrum von TDG gebunden an DNA, die ein Sub-
stratanalogon (Kogelberg et al.) zu 5caC besitzt. Die Heteroatome sind markiert nach Stickstoff
(blau), Sauerstoff (rot) und Phosphor (orange). Die Distanz der Wasserstoffbriickenbindungen
ist in A gemessen. (b) Der BER Reaktionsweg beinhaltet das Entfernen der abasischen Seite,
Austauschen des Nukleotids in unmodifiziertes Desoxycytidin-Triphosphat (dCTP) durch die
DNA-Polymerase, wobei Pyrophosphat (PPi) ensteht und anschlieBende Ligation, um die ent-
standene Licke zu schlieRen (Kohli and Zhang, 2013).

Repair
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1.4 Effekte des Enriched Environment auf die Hirnfunktion

Das Konzept des Enriched Environment (EE) wurde zuerst von Donald Hebb
entworfen, als er Ratten erlaubte, sich in seinem Haus frei zu bewegen und
herausfand, dass diese Ratten besser bei Problemlésungen abschnitten als
herkdbmmliche Laborratten (Hebb, 1947). Seitdem wurden unzé&hlige Studien
durchgefuhrt, um die Effekte des EE auf das Verhalten von Tieren besser zu

verstehen und die zugrundeliegenden Mechanismen zu identifizieren.

Zu EE gibt es viele verschiedene Protokolle, in welchen aber immer ein gré3e-
rer Kéfig und eine groRere Gruppe an Tieren vorausgesetzt wird, welche wiede-
rum durch komplexeres Sozialverhalten, Reize tber verschiedene Spielmateria-
len und die Moglichkeit zur physischen Aktivitat verstarkt sensorisch, kognitiv,
motorisch und visuell stimuliert werden (Bernstein, 1973). Das EE ist somit eine
deutlich natirlichere Umgebung als eine konventionelle Laborhaltung fir Tiere
wie Mause und Ratten. Experimente, welche aufzeigen, wie EE die Hirnfunktio-
nen beeinflussen kann, sind daher absolut notwendig, um Hirnfunktionen zu

verstehen und wie sich diese beeinflussen lassen, um neurologische Erkran-

kungen zu verstehen und erfolgreich zu behandeln.

Abbildung 8: Foto des Enriched Environment Kafigs. Links mit den Klettermdglichkeiten ab-
gebildet, rechts mit Holzhduschen, Tunnel und verschiedenen Nestbaumaterialien sowie Lauf-
radern.
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Enriched Environment verbessert das Lernverhalten und das Gedé&chtnis, kann
auch genetisch bedingte Lerndefekte ausgleichen, sowie Symptome verschie-
dener neurologischer Erkrankungen wie M. Huntington, M. Alzheimer, Epilep-
sie, fragiles X Syndrom oder M. Parkinson abschwachen und verzégern
(Nithianantharajah and Hannan, 2006). Es gibt verschiedene Theorien dazu,
wie EE das Gehirn beeinflusst, unter anderem die ,Erregungshypothese®, die
sich vor allem auf die Erregungsantwort von Tieren bei freiwilliger Bewegung
bezieht (van Praag et al., 1999), im Vergleich zur ,Lern-und Gedachtnishypo-
these®, welche die zellularen Mechanismen, die dem Lernprozess unterliegen
als Mediator der morphologischen Veranderungen im Gehirn sieht (Rosenzweig
and Bennett, 1996).

Im hippocampalen Gyrus Dentatus (GD) findet Neurogenese das ganze Leben
lang statt (Kempermann et al., 1998; Eriksson et al., 1998; Ming and Song,
2005; Spalding et al., 2013). GD Neurogenese ist ein mehrstufiger Prozess in
welchem sternférmige, glia-&hnliche Vorlauferzellen proliferierende Vorlaufer
und Neuroblasten generieren, die zu granuldren Neuronen im Gyrus Dentatus
reifen und in Lernprozesse, Gedachtnisformierung und Geflhlsregulation ein-
gebunden sind (Deng et al., 2009; Kitamura et al., 2009; Saxe et al., 2006;
Snyder et al., 2005; Kempermann, 2002). Dass das Enriched Environment die
hippocampale Neurogenese positiv beeinflusst, ist heute gut erforscht
(Kempermann et al., 1997; Kempermann et al., 2002), obwohl noch nicht aus-
reichend geklart ist, welche Stimuli (Bewegung, sozialer Kontakt, Komplexitat
der Umgebung, Stress) genau die hippocampale Neurogenese steigern (Fabel
et al., 2009; Bednarczyk et al., 2011; Kronenberg et al., 2003; Leasure and
Decker, 2009; Kannangara et al., 2009).

Das Kleinhirn ist, ebenso wie der Hippocampus, stark in den erfahrungsabhan-
gigen Lernprozess eingebunden (Gelfo et al., 2011). Im Falle von Veranderun-
gen in den Aktivitatsstrukturen kann es neue Verknipfungen erstellen und so-
gar signifikante Veranderungen der Architektur vollziehen, um eine synapti-
sche Reorganisation sicher zu stellen (Cesa et al., 2007). Umgebungsreize
erhbhen die Anzahl an prasynaptischen Enden und erhéhen die Dichte an
Moosfasern, sowie Kletterfasern in den tiefen Kernneuronen (Foscarin et al.,

2012). Auch wird die Anzahl an glutaminergen, parallelen Faser Purkinje Sy-
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napsen und gabaergen, sternférmigen Purkinje Synapsen unter EE erhoht
(Lonetti et al., 2010).

Enriched Environment bewirkt sowohl im Hippocampus als auch im Kleinhirn
und anderen Hirnregionen veranderte Plastizitat, wie erhbhte Neurogenese und
Zelliberleben, Anderungen der glialen Morphologie und eine Hochregulierung
von Wachstumsfaktoren, wie den Wachstumsfaktor Bdnf (engl.: brain derived-
neurotrophic factor) (Ickes et al., 2000; Rossi et al., 2006) und unmittelbaren
frihen Genen (engl.: immediate early genes) wie Fos (engl.: FBJ murine osteo-
sarcoma viral oncogene homolog), Arc (engl.: activity-regulated cytoskeleton-

associated protein) und Egrl (engl.: early growth response protein 1).

1.5 Ernadhrung

Nicht nur die Kalorienaufnahme und die Zusammensetzung der Nahrung, son-
dern ebenso die zeitlichen Intervalle der Nahrungsaufnahme und auch der Ag-
gregatzustand der Nahrung (flussig, fest) beeinflussen die Proliferation und
Differenzierung der neuralen Stamm-/Progenitorzellen. Restriktion der Kalorien
erhoht die Anzahl an neu gebildeten Zellen im Gyrus Dentatus des Hippocam-
pus und erhoht das Uberleben von Zellen (Lee et al., 2002). GroRere, zeitliche
Absténde zwischen den Mahlzeiten, bei gleicher Kalorienanzahl, erhéhen eben-
falls die adulte hippocampale Neurogenese (Stangl and Thuret, 2009). Aul3er-
dem wird die Zellproliferation in der subgranularen Zone des Gyrus Dentatus
durch Flussignahrung in Form von angeruhrtem Pulver runter reguliert im Ver-
gleich zu fester Nahrung (Aoki et al., 2005). Diese Parameter kbnnen den Cha-
rakter von neuralen Stamm-/Progenitorzellen beeinflussen, ebenso weitere Pa-
rameter wie Geruch und Geschmack, da sie wiederum auch die Nahrungsauf-
nahme beeinflussen. Fette sind die Hauptquelle fur Lipide aus der Nahrung und
haben direkten Einfluss auf Stamm-/Progenitorzellen. Einfache und gebundene
Lipide werden metabolisiert oder hydrolysiert und in derivatisierte Lipide umge-
wandelt, wie Fettsauren, Steroide und fett-l6sliche Vitamine, welche hohe Bio-
reaktivitdt haben und verschiedenste biologische Funktionen besitzen. Nah-
rungsfette, auch Triglyceride genannt, werden durch die Pankreaslipase hydro-
lysiert und Fettsauren werden vom Glycerin abgespalten. Diese Derivate kdn-

nen absorbiert werden und finden Verwendung in diversen Organen. Im Gehirn
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sind Fettsauren die wichtigste strukturelle Komponente, ungefahr die Halfte der
neuronalen Membranen bestehen aus Fettsauren (Zérouga et al., 1991;
Rapoport, 2005). Des Weiteren haben Neuronen komplexe Dendriten und lange
Axone, welche von einer oligodendrozytischen Zellmembran umhdllt sind. Es
gibt viele Belege dafur, dass Lipide eine entscheidende Rolle in neuronaler
Entwicklung und Hirnfunktion haben und als extrinsischer Faktor im Gehirn wir-
ken (Ryan et al., 2010). Ob und inwiefern die Erndhrung sich auf epigenetische

Faktoren im Gehirn auswirkt, ist bislang noch nicht erforscht.

1.6. ,immediate early genes*

Altersabhéangige neurodegenerative Erkrankungen nehmen in der immer &lter
werdenden Gesellschaft deutlich zu. Forschungen haben gezeigt, dass nur we-
nige neurodegenerative Erkrankungen den Mendelschen Regeln folgen und
zum Beispiel beim M. Alzheimer und M. Parkinson ein Zusammenhang mit Um-
gebungsfaktoren, Erndhrung und genetischen Risikofaktoren besteht (Lill and
Bertram, 2011; Saxena and Caroni, 2011). Modifikationen in 5hmC wurden bei
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen bereits gefunden, wie zum
Beispiel bei M. Alzheimer, Rett Syndrom, Schizophrenie und Autismus (Cheng
et al., 2015; Szulwach et al., 2011; Tabhiliani et al., 2009). Um neue Therapie-
moglichkeiten zu entwickeln, muss aber erst einmal der Zusammenhang zwi-
schen aulleren Faktoren wie Ernahrung und Lebensweise und epigenetischen
Faktoren verstanden werden. Dass sich Enriched Environment morphologisch
auf das Hirn auswirkt, zeigt sich an Modifikationen wie z.B. vergrof3erte synapti-
sche Endkndpfe, erhdhte synaptische Verzweigung und vermehrte dendritische
Dornfortsatze und auch ein erhdhtes Neuron zu Glia Verhéltnis (Globus et al.,
1973; Rosenzweig and Bennett, 1972; van Praag et al., 2000; Volkmar and
Greenough, 1972). Darauf basierend wurden von verschiedenen Arbeitsgrup-
pen auch neurochemische Veranderungen bei Tieren, die im Enriched En-
vironment gehalten wurden, gefunden. Solche Veranderungen sind unter ande-
rem erhéhte Genexpression von immediate early genes (IEGs) wie Arc, Bdnf, c-
Fos und Egrl. IEGs generieren die Erstantwort auf Zellaktivierung, da ihre In-
duktion schnell sowie transient ist und nicht von der de novo Proteinsynthese
abhangig ist (Herdegen and Leah, 1998; Kaczmarek and Chaudhuri, 1997).
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Das IEG und Wachstumsfaktor Arc ist aktivitditsabhangig und die durch Arc
enkodierte mRNA wird schnell zu den Dendriten des aktivierten Neurons
transloziert. Die Translation passiert lokal am polyribosomalen Komplex der
postsynaptischen Seite (Steward et al., 1998), wodurch es anatomisch gut posi-
tioniert ist, um Veranderungen in der dendritischen Struktur zu beeinflussen,
wie Neuanordnung synaptischer Verzweigungen oder Aussprossen der Dendri-

ten.

Bdnf ist ein Neurotrophin, welches die Fahigkeit besitzt, Signale in den Zellkern
weiterzuleiten, um dort die Genexpression zu beeinflussen (Ehrlich and
Josselyn, 2015). Die Expression des Bdnf ist aktivitatsabhéngig und findet in
Axonen oder Dendriten statt (Kohara et al., 2001; Kolarow et al., 2007; Matsuda
et al., 2009), um dann entweder parakrin oder autokrin zu wirken (Cheng et al.,
2011). Bdnf Dimere binden die extrazellulare Domane des Tropomyosin-
verwandten Kinase B Rezeptor (TrkB), was zu Rezeptordimerisierung und Au-
tophosphorylierung fuhrt. AnschlieRendes Binden von intrazellularen Adapter-
proteinen aktiviert drei Hauptsignalwege: ERK, Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K) und Phospholipase C-y (PLCy) (R. A. Segal and Greenberg, 1996).

Der induzierbare Transkriptionsfaktor c-Fos wurde bereits 1987 als Mitglied der
AP-1 Familie beschrieben (Curran and Morgan, 1987), dessen Expression
schnell und transient durch Stimuli wie Wachstumsfaktoren, sensorische Stimu-
lation und Neurotransmitter induziert wird (Caputto and Guido, 2000; Hughes
and Dragunow, 1995; Kovary and Bravo, 1992). c-Fos ist in die Formation einer
Reihe von aktiven Heterodimeren mit anderen Proteinen involviert, die zur Fa-
milie der induzierbaren Transkriptionsfaktoren gehéren. Der wichtigste Binde-
partner ist c-Jun. Die gebildeten Dimere sind stark geladene, basische DNA-
bindende Transkriptionsfaktoren, die Aktivator Protein (AP-1) genannt werden.
Die Aktivitat von AP-1 wandelt wiederum kurzzeitige Signale in langer anhal-
tende Veranderungen durch Expressionsregulierung der Zielgene um, wie zum
Beispiel Collagenase (Angel et al., 1987; Kovary and Bravo, 1992), Stromelysin
(Kerr et al., 1990) oder Metallothionein IIA (Lee et al., 1987). Hort die Stimulati-
on auf, wird c-Fos degradiert. Abhangig vom Zelltyp betragt die Halbwertszeit

Minuten bis zu wenigen Stunden (Basbous et al., 2008).
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1990 wurde gezeigt, dass die Induktion von Langzeitpotenzierung im Gyrus
Dentatus des Hippocampus einher geht mit robuster und schneller Transkription
von Egrl in den aktivierten Granularzellen (Cole et al., 1989; Wisden et al.,
1990). In Folge wurde weiter entdeckt, dass Egrl in Neuronen auch durch na-
turlich auftretende Umgebungsreize reguliert wird (Brennan et al., 1999; Hall et
al., 2000). Die Induktion von Egrl mRNA tritt bereits 10 Minuten bis 2 Stunden
nach Stimulation ein, abhangig vom NMDA Rezeptor. Da Egrl transient und
schnell reguliert wird, ebenso wie die anderen IEGs, werden den immediate
early genes eine wichtige Rolle bei der Initierung der Gedachtnisbildung zuge-
sprochen und werden als Indikatoren bei Untersuchungen zu verhaltensbasie-

render Aktivitat in verschiedenen Hirnstrukturen verwendet.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es herauszufinden, ob sich 5mC, 5hmC oder Enzyme die in
der Methylierung bzw. Demethylierung involviert sind, durch Enriched Environ-

ment oder energiereicheres Futter global im Hirn beeinflussen lassen.

Dazu wurden je 10 C57/BI6 Weibchen im Alter von 3 Wochen, direkt nach Ab-
setzen von ihrer Mutter im Enriched Environment gehalten oder als Kontrolltiere
in Einzelkafighaltung. Das Enriched Environment wurde in einem grof3en Nage-
tierkafig mit verschiedenen Nestbaumaterialien, Tunneln, Nagetierhduschen,
verschiedenartigen Laufraddern durchgefiihrt, wobei alle 2-3 Tage die komplette
Kafigeinrichtung geandert und teilweise getauscht wurde. Im Enriched En-
vironment befanden sich zu jedem Zeitpunkt 10 Mause gleichzeitig in einem

grof3en Kafig. Die Kontrollmause wurden einzeln, in Standard-Kafigen gehalten.

Fur die verschiedenen Futtersorten wurden jeweils 3 Mause in einem Standard-

Kafig gehalten und entweder mit Zucht- oder Haltungsfutter ernahrt.

Nach 1, 7, 21 und 129 Tagen wurden die Tiere aus dem Enriched Environment
und der Einzelkafighaltung durch zervikale Dislokation getdtet. Sowie nach 21,
129 und 273 Tagen die Tiere mit den verschiedenen Futtersorten. Das Gehirn
wurde entnommen, die rechte Gehirnhalfte wurde flr histologische Farbungen
in Formalin fixiert und die linke Gehirnhalfte fir DNA/RNA und Proteinisolation
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in folgende Hirnregionen unterteilt und in Stickstoff eingefroren: Cortex, Ba-
salganglien, Hippocampus, Thalamus, Mittelhirn, Kleinhirn und Stammbhirn.

Von jeder EE/SC-Maus sollten nun die Genexpressionen der ,immediate early
genes” Arc, Bdnf, c-Fos und Egrl bestimmt werden, die als Indikator fur verhal-
tensbasierte Aktivitat dienen, um den Effekt des Enriched Environment auf das

Gehirn zu bestatigen.

In einem weiteren Schritt sollte der Gesamtgehalt an 5mC und 5hmC in der

DNA aus Hippocampus und Cerebellum der EE/SC-Méause verglichen werden.

Von jeder Maus sollten auRerdem die Genexpressionen der DNA Methyltrans-
ferasen Dnmtl, Dnmt3a und Dnmt3b, der ten-eleven-translocation Proteine
Tetl, Tet2 und Tet3, sowie der in die Basenreparation involvierte Proteine
Mbd4, Smugl und Tdg bestimmt und auf unterschiedliche Genexpressionen
zwischen EE/SC bzw. F'/F untersucht werden um den Einfluss von Umge-
bungsfaktoren und Ernahrung auf den Mechanismus der Methylierung und

Demethylierung festzustellen.

Im letzten Schritt sollten die Mause auf histologische Unterschiede zwischen
EE/SC und F'/F in der Proteinexpression von Dnmt3a, Tetl und Tdg als auch
von 5mC und 5hmC im Gyrus Dentatus des Hippocampus und im Cerebellum

untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierhaltung

Fur die Versuche wurden ausschlie3lich Weibchen der Wildtypmauslinie
C57/Bl6 verwendet. Zum Schutz der Tiere wurde nach den Richtlinien des Insti-
tuts fur Neuropathologie und Prionforschung und der Regierung von Oberbay-
ern gearbeitet. Bei allen Tieren galt der Grundsatz méglichst schonend und mit
maoglichst wenig Stress fur die Tiere zu arbeiten. Alle Tiere wurden taglich auf
ihren Gesundheitszustand durch optische Kontrolle tGberpruft. Alle Tiere wurden
mit einem 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus gehalten, sowie Wasser und Futter
(Ssniff, V153x R/M-H auto bzw. V124x NM) ad libitum. Fir die Gehirnentnah-
me wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet. Die Tiere in Standard-
kafigen wurden in der spezifiziert pathogenfreien (SPF) Tierhaltung im Haus in

IVC-Kéafigen gehalten.

2.1.1 Standardhaltung

Als Kontrolle fur den EE-Versuch wurden Mause einzeln in Standardkafigen

gehalten.

Fur die Kurzzeitversuche (0 Tage, 1 Tag, 7 Tage) wurden die Tiere aus der
hausinternen Zucht verwendet, welche im Alter von 3 Wochen von ihrer Mutter

getrennt und einzeln in Standardkéafige gesetzt wurden.

Tiere fur die Langzeitversuche (21 Tage und 129 Tage) wurden von Janvier, St.
Berthevin Cedex im Alter von 3 Wochen bezogen und einzeln in Standardkafige

gesetzt.

2.1.2 Enriched Environment

10 Tiere fur die Kurzzeitversuche (1 Tag, 7 Tage) wurden aus der hausinternen
Zucht im Alter von 3 Wochen in den EE-Ké&fig gesetzt (siehe Abbildung 9). In
einem weiteren EE-Kafig wurden 10 Tiere fir die Langzeitversuche (21 Tage,

129 Tage), ebenfalls im Alter von 3 Wochen, bezogen von Janvier, St. Berthe-
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vin Cedex, gehalten. Der EE-Kafig hatte eine Grof3e von 82x51x40cm (BxTxH)
und wurde alle 2-3 Tage mit verschiedenen Nestbaumaterialen (z.B. Zellulose,
Holzwolle), Tunneln aus Plastik oder Holz, Hauschen, Bricken, Laufradern und
anderen Materialien neu gestaltet. Im Kafig waren zu jeder Zeit mindestens 2
Laufrader und 2 Hauschen vorhanden. Auch die Tranke und das Futter wurden
alle 2-3 Tage an andere Stellen verbracht. Um die Anzahl von 10 Tieren tber
den Zeitraum konstant zu halten, wurden ohrlochmarkierte C57/BI6 Weibchen
ahnlichen Alters aus der hausinternen Zucht, zu den Entnahmezeitpunkten als

Ersatz fur die entnommenen Tiere mit in den EE-Ké&fig gesetzt.

Enriched Environment/ Einzelkafig |
T

[

I T 1

0 1 7 21 129 Behausung [Tage]
| | |

| | |

——

0 21 21 22 28 42 150 Alter [Tage]

Absetzenvon
der Mutter

Abbildung 9: Zeitskala des Enriched Environment bzw. Einzelkafighaltung.

2.1.3 Zuchtfutter/Haltungsfutter

Es wurden Tiere aus der hausinternen Zucht verwendet, welche im Alter von 3
Wochen von ihrer Mutter getrennt und jeweils zu dritt in Standardkéfige gesetzt
wurden. Haltungsfuttermause (F) wurden als Kontrolle mit Futter Ssniff, V153x
R/M-H auto ad libitum gefiittert, Zuchtfuttermause (F") mit Ssniff, V124x NM ad

libitum, welches 10.5 % mehr umsetzbare Energie liefert (Abbildung 10).

Nach 21, 129 bzw. 273 Tagen wurden die Tiere durch zervikale Dislokation ge-
totet.
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Ssniff, V153x R/M-H

Rohniahrstoffe [%] Energie [MJ/kg]
Trockensubstanz 87,7 Bruttoenergie (GE) 16,3
Rohprotein (N x 6,25) 19,0 Umsetzbare Energie (ME) * 12,8
Rohfett 33 E——
Rohfaser 49

g 58 % aus
Rohqsche 6,4 Kohlen{'lydraten 33 % aus
N-freie Extraktstoffe 54 1 Protein
Starke 36,5
Zucker 47
Ssniff, V124x NM
Rohnahrstoffe [%] Energie [MJ/kg]
Trockensubstanz 89,0 Bruttoenergie (GE) 17,4
Rohprotein (N x 6,25) 26,1 Umsetzbare Energie (ME) * 14,3
Rohfett 58 R .
Rohfaser 3,7 /45 o aiig e
Rohasche 7,0 Kohlenhydraten A1 % als
N-freie Extraktstoffe 46,5 Protein
Starke 26,9 14 %
Zucker 8,8 aus Fett

Abbildung 10: Vergleich der Nahrstoffe und der Energie der beiden unterschiedlichen Fut-
tersorten. Das Zuchtfutter enthalt 10,5% mehr an umsetzbarer Energie, da die Zusammenset-
zung aus mehr Protein und Fett im Vergleich zu Kohlenhydraten besteht.
(ssniff.de/Katalog/Futtermittel fir Ratten und Mause).

2.2  Molekularbiologische Methoden

2.2.1 DNA-/RNA- und Proteinisolation

Nach Entnahme und mittigem, sagittalem Schnitt des Gehirns wurde die rechte
Hirnhalfte nach den verschiedenen Hirnregionen unterteilt (Basalganglien,
Cortex, Thalamusregion, Hippocampus, Mittelhirn, Kleinhirn, Hirnstamm) und
die Regionen getrennt voneinander in 1,5 ml Eppendorf Gefallen in flissigem

Stickstoff eingefroren. Die weitere Lagerung erfolgte bei -80°C.

Die Isolation von DNA, RNA und Protein erfolgte mit dem AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini Kit von Qiagen (80004, Qiagen, Hilden). Das Gewebe
wurde nach Angaben des Herstellers in RLT Puffer homogenisiert. Alle weiteren
Isolationsschritte wurden nach dem Kitprotokoll durchgefiihrt. Die Quantifizie-
rung erfolgte tUber die Messung am NanoDrop (ND-1000, Thermo Fisher Scien-
tific, Darmstadt).
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2.2.2 Bestimmung der RNA Integritat

Um eine hohe Probenqualitat nach der Isolierung der RNA fur die nachfolgende
cDNA Synthese und gRT-PCR sicher zu stellen, wurde die RNA Integritat mit-
tels Kapillargelelektrophorese Uberpruft. Hierfir wurde das RNA 6000 Pico Kit
(5067-1513, Agilent, Boblingen) verwendet und nach Kitprotokoll gearbeitet.

Die RNA-Integritatsnummer (RIN) ist ein der RNA-Qualitat zugeordneter Zah-
lenwert, welcher auf Basis der ribosomalen RNA berechnet wird. Die ribosoma-
len 28S- zu 18S-rRNA und deren Verhéltnis zueinander, sowie degradierte Ab-
bauprodukte werden Uber eine Software berechnet und daraus ein RIN Wert
auf einer Skala von 1 bis 10 ermittelt. Dabei entspricht der Wert 1 einer voll-
standig degradierten RNA und 10 einer vollig intakten RNA. RNA mit einer Qua-
litat von einem RIN Wert Uber > 5 kénnen fur die gRT-PCR verwendet werden
(Fleige et al., 2006). Da alle Proben RIN Werte von mindestens 6 erreichten,
wurden alle Proben fur die cDNA Synthese und nachfolgende gRT-PCR ver-

wendet.

2.2.3 cDNA Synthese

RNA liegt einzelstréngig vor. Da in der quantitativen real-time PCR die Fluores-
zenz eines Farbstoffes gemessen wird, der sich interkalierend in die Doppel-
strange einlagert, muss eine Umschreibung in komplementare DNA (cDNA)
erfolgen. Die Komplementierung der RNA wurde mit dem SuperScript® VILO™
cDNA Synthesis Kit (11754-050, Invitrogen, Darmstadt) nach Angaben des
Herstellers durchgefuhrt. Es wurden 1.25 pg RNA eingesetzt, mit 2 pl 5xVILO™
Reaction Mix, 1 ul 10xSuperScript® Enzyme Mix in einem 200 pl Eppendorf-
Gefall gemischt und mit Nuklease-freiem Wasser (129114, Qiagen, Hilden) auf

10 pl Gesamtvolumen aufgeflllt (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Ansatz der reversen Transkriptionsreaktion

5x VILO™ Puffer 2ul

10x SuperScript® 1ul

RNA xul (2,5ul bei 500ng/pul)
nukleasefreies Wasser yul (4,5ul bei 500ng/ul RNA)

Gesamtvolumen 10ul
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Anschliel3end wurde die Losung in einem Thermoschdittler (Mastercycler gradi-
ent, Eppendorf) fur 10min bei 25°C inkubiert, fur 90min bei 42°C inkubiert und
bei 85°C fur 5min hitzeinaktiviert (siehe Tabelle 2). Die cDNA-LOsung wurde
1:10 in Wasser, nukleasefrei verdiinnt und die Konzentration mit dem Nano-
Drop (ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) bestimmt. Die cDNA wur-
de bei -20°C gelagert.

Tabelle 2: Reaktionszeiten und Temperaturen der reversen Transkriptionsreaktion

Inkubation 10min 25°C
Reverse Transkription 90min 42°C
Ende der Reaktion 5min 85°C
Kiuhlen 0 4°C

2.2.4 Relative Quantifizierung mittels gRT-PCR

Die Sequenzen der Zielgene wurden Uber den ensemble Genome Browser (en-
semble.org) gesucht und exonubergreifend gewahlt, um sicher zu stellen, dass
die verwendeten Primer nur an cDNA binden kdnnen. Entscheidend fir die
Auswahl der Primer waren neben der ProduktgréRe, die zwischen 170 und
220bp liegen sollte, die Schmelztemperatur (G/C-Gehalt tGber 50%), die fur alle
Primer bei ~60°C festgelegt wurde. Alle Primer wurden mit dem Programm Pri-
mer3web (http://primer3.ut.ee/) generiert und tber Eurofins MWG GmbH, Min-
chen bezogen (Sequenzen siehe Tabelle 5). Um die Effizienz jedes einzelnen
Primerpaares zu ermitteln, wurde jeweils eine Verdlinnungsreihe einer Kontroll-
cDNA flr alle Primerpaare (unverdinnt, 1:2, 1:4 und 1:8) vermessen und Uber
die Roche LightCycler 480 Software ein logarithmisches Kurvendiagramm er-
stellt. Der Ct-Wert (von engl.: cycle threshold) gibt den Zyklus an, bei welchem
die detektierte Fluoreszenz erstmals signifikant Uber die Hintergrundfluoreszenz
ansteigt. Durch diesen Punkt wird die lineare Regressionsgerade gelegt, um die
Steigung der Kurve zu berechnen, die sich aus der nachweisbaren dsDNA im
Laufe der PCR ergibt. Die Effizienz (E) fur die einzelnen Primerpaare wurde
Uber folgende Formel berechnet:


http://primer3.ut.ee/
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-1
E = 1p-Stsigung
Die Effizienz sollte im optimalen Fall bei 2.00 liegen. Dies wirde bedeuten,
dass sich die Menge der dsDNA pro Zyklus verdoppelt. Rein theoretisch kann
somit kein Wert tber E = 2.00 erreicht werden, jedoch kann dies aufgrund von
Messungenauigkeiten vorkommen und es werden Werte fir die Primereffizienz
von 1.8 — 2.2 zugelassen, welche im Rahmen der comparative-C+ Methode kei-
ne negativen Auswirkungen auf das Endergebnis haben (Schmittgen and Livak,
2008). Die anschlieRende Schmelzkurvenanalyse dient zur Uberprifung der
Spezifitat der Primer. Spezifische Primer zeigen genau einen distinkten Peak.
Sind mehrere Peaks zu erkennen, lasst das auf unspezifische Bindungen des

Primerpaares, Kontamination der Probe oder Primerdimere schlie3en.

Die Expression der Zielgene wurde Uber relative Quantifizierung mit dem
LightCycler 480 System (Roche Diagnostics, Mannheim) bestimmt (Programm-
parameter siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Programmparameter fur die gqRT-PCR

Aktivierung 1 Zyklus 00:03:00 95°C 4,4°Cls
Quantifizierung 35 Zyklen

Denaturierung 00:00:05 95°C 4,4°Cls

Annealing 00:00:10 55°C 2,2°Cls

Elongation 00:00:30 72°C 4,4°Cls

Ende 1 Zyklus 00:02:00 72°C 4,4°Cls
Schmelzkurve 1 Zyklus 5 Werterfassungen/°C

Start 95°C  0,11°C/s

Ende 40°C 2,2°Cls

Es wurden jeweils 90ng cDNA mit 5ul SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit Mas-
termix (BIO-98002, Bioline, Luckenwalde) sowie jeweils 10°pMol forward und

reverse Primer (siehe Tabelle 4) pro Well eingesetzt.

Tabelle 4: gPCR Ansatz pro well

2x SYBR® Master Mix 5ul
Primer forward (10pmol/l) 1ul

Primer reverse (10pmol/l) 1ul
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cDNA (30ng/ul) 3ul

Gesamtvolumen 10ul
Jede Probe wurde in Triplikaten gemessen und mit der comparative Ct — Me-

thode (Schmittgen and Livak, 2008) ausgewertet.

XTest - ZAACT = Z(CT X~ CT, R) N (CT X CT’ Fa)rest

Kontrolle
XKontrolIe

Xrest: Zielgen

Xkontrolle: Referenzgen

Cr, x: Zyklusanzahl der Probe bei welcher es zu einem signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensitat kam

Cr, r: Mittelwert Zyklusanzahl der Housekeeper bei welcher es zu einem signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensitat kam

Fir die Normalisierung des Zielgens wurde der Mittelwert der Housekeeping-
Gene Gapdh, Hprt, Ipo8 und Thp verwendet. AulRerdem wurde fiir jedes Zielgen
eine Negativkontrolle mitgefihrt (non-template-control, NTC), die Nuklease-
freies Wasser statt cDNA enthielt. Durch den Einsatz eines Plattenkalibrators,
einer konstanten Probe (ACTB, mit humaner, standardisierter cDNA) auf jeder
Platte, konnten verschiedene gRT-PCR L&aufe miteinander verglichen werden.
Um die Spezifitat der PCR-Reaktionen zu bestatigen, wurde fir jede Probe am

Ende des Laufs eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt.
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Tabelle 5: Primersequenzen fur die gRT-PCR (alphabetisch)

Name Sequenz 5°- 3"

ACTB-rev CTCGGTGAGGATCTTCATGAG

Apobecl-rev CTCTGAGTCAAGGCAAATCAG

Apobec2-rev AGTGTCAGATGTCCAACTCCA

Apobec3-rev CCAGGTGATCTTGAACTCTTCT

Arc-rev TGAGGAAGCCAGATCGTGTT

Bdnf-rev3 TCGTCAGACCTCTCGAACCT

c-Fos-rev CACGGAGGAGACCAGAGTG

Dnmt-1-rev GGCTCTCATACAGGGAGACA

Dnmt-3a-rev TAGATGGCTTTGCGGTACAT

Dnmt-3b-rev GGTCTCACGGGTGAGCT

Egrl-rev GGTTCAGGCCACAAAGTGTT

Gapdh-rev CTTGACAAAGTTGTCATTGAGAGC

Hprt-rev CAGCAGGTCAGCAAAGAACT

Ipo8-rev CACTGTTTGGTGACTGCAAG

Mbd4-rev GGGATGCTGTCTTCTTGAAATG

Smugl-rev GCAGAGGGTCCGGAAAAAG

Thbp-rev CCATGATTCTCCCTTTCTTCAG

Tdg-rev TTGTAGACTTGCCGGATTTCTTC

Tetl-rev GAACAGGCTCAGTAAAACGTAG

Tet2-rev CTTGGCTTTCTTGGGCTCC
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Tet3-rev CTCTGGGGAATGCTGTGAG

2.2.5 5mC/5hmC Quantifizierung

Um den globalen Gehalt an 5mC und 5hmC in der DNA der einzelnen Hirnregi-
onen zu bestimmen, wurde das ELISA-basierte ,MethylFlash Methylated DNA
Quantification Kit (Colorimetric)“ und das ,MethylFlash Hydroxymethylated DNA
Quantification Kit (Colorimetric)“ (P-1034-96-EP, P-1036-96-EP, BioCat, Hei-
delberg) verwendet. Die Quantifizierung wurde jeweils in Triplikaten im 96-well
Format durchgefihrt. Fur alle Messungen wurde der Optima Reader von BMG
Labtech, Ortenberg verwendet. Nach Herstellerempfehlung wurden 100ng Ge-
samt-DNA/Well fur die 5mC-Quantifizierung und 200ng Gesamt-DNA/Well flr
die 5hmC-Quantifizierung eingesetzt. Nach Angaben des Herstellers wurde fir
jede Platte eine eigene Standardkurve aus den jeweiligen Positivkontrollen in
Doppelmessungen generiert. AuRerdem wurden pro Platte die im Kit enthalte-
nen Negativkontrollen in Duplikaten aufgetragen. Die Initiierungsreaktionszeit
um die DNA an die beschichtete Platte zu binden betrug 90min bei 37°C in Bin-
dungspuffer. Die Bindung des spezifischen Antikérpers erfolgte bei Raumtem-
peratur, ebenso wie die Bindung des Detektionsantikdrpers. Die Entwicklung
der abschlielenden Farbreaktion erfolgte fir 10min bei Raumtemperatur im
Dunkeln und wurde mit Zugabe der Stopplosung abgeschlossen. Zwischen den
verschiedenen Antikdrperreaktionen sowie der Farbreaktion erfolgten jeweils
mehrere Waschschritte. Fur die absolute Quantifizierung wurde fur jedes Well
die Absorption bei 450nm gemessen (Endpunktbestimmung). Die Steigung
(OD/ng) der Standardkurve wurde Uber lineare Regression mit Microsoft Excel
errechnet, um den Gehalt an 5hmC bzw. 5mC jeder Probe zu ermitteln.

5hmC-Berechnung:

OD [Probel — OD [Negativkontrollel

SkmC =
m€ [ngl Steigung x5

Die Steigung muss mit dem Faktor 5 auf 100% normalisiert werden, da die Positivkontrolle nur
20% an 5hmC enthalt.
ShmC Gehalt [ngl

SEmC %) = 100
mC [%] Einsatz DNA [ng]PTerex
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5mC-Berechung:

. 0D [Probe] — 0D [Negativkontrolle]

smc [ng] Steigung x 2

Die Steigung muss mit dem Faktor 2 auf 100% normalisiert werden, da die Positivkontrolle nur
50% an 5mC enthalt.

smC Gehalt [ng]
Finsatz DNA [ng]|Probe

smC [%] = x 100

2.3 Histologische Methoden

Nach Entnahme des Gehirns und Trennung der Hemispharen wurde jeweils die
linke Gehirnhalfte unverztglich in 4% gepuffertem Formaldehyd fixiert. Nach 2-
3 Tagen, wurden die Maushirnhélften in Paraffinwachs maschinell eingebettet
(FFPE — formalin fixed paraffin embedded). Schnitte mit einer Starke von 4um
wurden am Schlittenmikrotom (SM200R, Leica, Wetzlar) angefertigt und an-
schlieBend auf Superfrost Plus Objekttrager (631-9483, VWR, Ismaning) aufge-
bracht. Die Schnitte wurden vor Gebrauch in Xylol entparaffiniert und in abstei-
gender Alkoholreihe rehydriert. Die allgemeine Morphologie des Hippocampus
und Kleinhirns wurde mittels Hamatoxylin/Eosin (HE) Farbungen dargestellt und

analysiert.

2.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die rehydrierten Paraffinschnitte wurden 10min in Hamalaun nach P. Mayer
(2E-038, Chroma Waldeck GmbH, Miunster) gefarbt. Anschlieend wurde
ca.10min in warmem Leitungswasser gewaschen, bis eine Blaufarbung deutlich
wurde. 2-3maliges Eintauchen in 70% Alkohol zur Differenzierung wurde gefolgt
von der Gegenfarbung in alkoholischer Eosinlésung (HT1101128, Sigma, Tauf-
kirchen). Abschliel3end wurden die gefarbten Schnitte in aufsteigender Alkohol-
reihe dehydriert und mit Eukitt (03989, Sigma, Taufkirchen) eingedeckt.
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2.3.2 Immunhistochemische Farbung

Die Paraffinschnitte wurden entparaffiniert und rehydriert. Mehrmaliges Kochen
in Citratpuffer fuhrte zur Antigendemaskierung, mit Ausnahme von 5hmC Far-
bungen, hier wurden die Schnitte fir 20min in 2M Salzsaure, bei 35°C inkubiert.
Die Inaktivierung der endogenen Peroxidase erfolgte Uber Inkubation in 5%
H.,O, in Methanol fur 20min. Nach Waschen in PBS wurden die Schnitte in |-
Block Blockingreagenz (T2015, Invitrogen, Darmstadt) blockiert und tber Nacht
mit primaren Antikorpern bei 4°C inkubiert. Alle verwendeten Antikérper sind in
Tabelle 6 aufgefuihrt. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit
dem HRP-System DAB 2 Komponenten-Kit (DC137C100, DCS, Hamburg) nach
Herstellerangaben entwickelt.

Tabelle 6: Liste aller genutzten primaren Antikérper (alphabetisch)

Antigen Verdiinnung Katalognummer Firma

5hmC 1:1000 39769 Active motif, Rixensart

5mC 1:3000 C15200081-10 Diagenode, Lieége

Dnmt3a 1:400 2850 abcam, Cambridge

Ki67 1:100 16667 abcam, Cambridge

NeuN 1:500 MAB377 Millipore, Eschborn

Tdg 1:200 61438 active motif, Rixensart

Tetl 1:100 PA534906 Life Technologies GmbH, Darmstadt

Bei Immunfluoreszenzfarbungen wurden die Schnitte nach dem Waschen mit
den entsprechenden spezies-spezifischen, Fluorophor-gekoppelten sekundaren
Antikdrpern fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert (goat-a-rabbit-lgG
AlexaFluor®488 (A11034, ThermoFisher, Schwerte) und goat-a-mouse-lgG
AlexaFluor®555 (ab150114, abcam)). Die Kerngegenfarbung erfolgte mittels
4’ ,6-Diamin-2-phenylindol (DAPI, 6335.1, Roth, Karlsruhe). Eingedeckt wurden
die Schnitte mit Immunoselect Antifading Mounting Medium (CSR-38447, Dia-
nova, Hamburg). Aufnahmen der Fluoreszenzfarbungen wurden mit einem
Zeiss LSM 510 konfokalem Lasermikroskop (Software Zen, Zeiss, Gottingen)
oder mit einem Olympus IX50 Mikroskop (Software Cell D, Olympus, Hamburg)

angefertigt.
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2.4  Statistische Auswertungen

Die Prufung statistischer Signifikanzen wurde mit dem Programm Prism6.07
(GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) durchgeftihrt. Fir den Vergleich von
zwei Gruppen wurde der ungepaarte, zweiseitige t-Test verwendet. Die Daten
sind als Mittelwert angegeben und die Fehlerbalken stellen den Standardfehler
des Mittels (standard error of the mean, SEM) dar. Unterschiede wurden als
signifikant erachtet, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 war (****p<0,0001,
***n<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
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3 Ergebnisse

3.1 RNA Integritat und Primereffizienz

Zur Qualitatsprufung der RNA-Proben wurden die RIN-Werte jeder einzelnen
extrahierten RNA mit dem Agilent-2100-Bioanalyzer bestimmt. In Abbildung 11
sind 2 RNA-Proben (Sample 4 und 10) mit unterschiedlicher Integritat darge-
stellt. Abgebildet ist das Schema mit den Regionen des Elektropherogramms,
welche fur die fur die Ermittlung der RIN-Werte Uber die gerateinterne Agilent
Expert-Software herangezogen werden. Sample 4 in Abbildung 11 stammt aus
dem Kleinhirn der Maus #22 (21 Tage im Enriched Environment), die einen RIN-
Wert von 9,5 ergab und der hochste gemessene Wert war. Sample 10 in Abbil-
dung 11 stammt aus dem Hippocampus der Maus #476 (7 Tage im Einzelkafig)
und ergab den niedrigsten gemessenen RIN-Wert mit 6,3. Der Unterschied der
Integritat der beiden Proben ist deutlich an der Hohe der einzelnen Peaks zu
erkennen, welche in Sample 10 deutlich kleiner sind. Des Weiteren ist hier auch
der 28S-Peak im Verhaltnis zum 18S-Peak eindeutig verkleinert, was den nied-
rigen RIN-Wert hervorruft. Fur die anschlieRende cDNA-Synthese wurden alle
RNA-Proben eingesetzt, da fur alle ein RIN-Wert von tber 6,0 gemessen wur-
de.
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Fragment table for sample 4 : KH 22
Name  Start Size [nt] End Size [nt]  Area % of total Area

185 1,688 2,321 389 144
285 2,793 5,014 1023 378
Hip 476
[FU] i
164 |
I
| 3
I
129 ]
I
10 A i
| i
3 ‘ | I [—
|
61 | | L\ | —
NN |
49 (1 oa/s i
, ” [{L SNV \ |
-1 o~ \ I
I s ~— |
0 L < = =5 o -
g F —
T T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample 10 :  _Hip 476
RNA Area: 1739 RNA Integrity Number (RIN): 6.3 (B.02.07)
RNA Concentration: 1,493 pg/pl Result Flagging Color:
rRNA Ratio [28s / 18s]: 08 Result Flagging Label: RIN: 6.30

Fragment table for sample 10 ; Hip 476

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,655 1,972 156 9.0

285 3,351 4,114 146 8.4

Abbildung 11: Elektropherogramm der RNA Proben mit dem héchsten und dem niedrigsten
gemessenen RIN Wert. RNA Sample 4, Kleinhirn der Maus #22 (21 Tage EE), RIN: 9,50 (oben)
und RNA Sample 10, Hippocampus der Maus #476 (7 Tage SC), RIN: 6,3 (unten) gemessen
mit dem Total RNA Pico Kit (Agilent).

Um spezifische Primer fur die Messung der relativen Genexpressionen zu fin-
den, wurden die jeweiligen Sequenzen des Zielgens Uber den ,ensemble Ge-
nome Browser“ gesucht und mit Hilfe des Programms Primer3web passende
Primer (siehe Material und Methoden 2.2.4) generiert. Die Sequenz fur die
ACTB-Primer ist in Abbildung 12 stellvertretend fur alle Primer abgebildet. Auf-

einanderfolgende Exons sind zur besseren Unterscheidung abwechselnd
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schwarz und blau geschrieben. Wenn es mit den Bedingungen flr die Primer
vereinbar war, wurden diese exonspannend gewahlt wie fur den Vorwarts-
Primer von ACTB (gelb hinterlegt, unterstrichen). Der Revers-Primer (gelb hin-
terlegt) konnte nicht exonspannend gewahlt werden, da dies ein zu groRRes
Amplifikat hervorgerufen hatte und liegt somit innerhalb des Exons in dem auch
der Vorwarts-Primer liegt.

Report for CCDS5341.1

ATGGATGATGATATCGCCGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCGGCTTCGCGGGCG
ACGATGCCCCCCGGGCCGTCTTCCCCTCCATCGTGGGGCGCCCCAGGCACCAGGGCGTGATGGTGGGCAT
GGGTCAGAAGGATTCCTATGTGGGCGACGAGGCCCAGAGCAAGAGAGGCATCCTCACCCTGAAGTACCCC
ATCGAGCACGGCATCGTCACCAACTGGGACGACATGGAGAAAATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGC
TGCGTGTGGCTCCCGAGGAGCACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCCAAGGCCAACCGCGA
GAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTTGCTATCCAGGCTGTGCTA
TCCCTGTACGCCTCTGGCCGTACCACTGGCATCGTGATGGACTCCGGTGACGGGGTCACCCACACTGTGC
CCATCTACGAGGGGTATGCCCTCCCCCATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGCTGGCCGGGACCTGACTGA
CTACCTCATGAAGATCCTCACCGAGCGCGGCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGCGGGAAATCGTGCGT
GACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAAGAGATGGCCACGGCTGCTTCCAGCT
CCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCTGACGGCCAGGTCATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCCGCTG
CCCTGAGGCACTCTTCCAGCCTTCCTTCCTGGGCATGGAGTCCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAAC
TCCATCATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCAAAGACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCTGGCGGCACCA
CCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACTGCCCTGGCACCCAGCACAATGAAGAT
CAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAGTACTCCGTGTGGATCGGCGGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCC
ACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTATGACGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAAT
GCTTCTAG

Abbildung 12:Sequenz mit dem verwendeten Primerpaar von ACTB. Die Exons sind zur
besseren Differenzierung abwechselnd schwarz und blau geschrieben. Der Vorwarts-Primer von
ACTB (gelb markiert, unterstrichen) ist exonspannend, fiir den Revers-Primer (gelb markiert)
konnte exonspannend keine Sequenz mit den entsprechenden Eigenschaften (siehe Material
und Methoden 2.2.4) gefunden werden, weshalb dieser nicht exonspannend liegt.

Um die Effizienz eines jeden Primerpaares zu bestimmen, wurden die Primer-
paare mit einer Verdiinnungsreihe an cDNA wie in 2.2.4 beschrieben ermittelt.
Alle verwendeten Primerpaare zeigten eine Effizienz von 1.8 bis 2.2. In Tabelle
7 sind alle Primerpaare mit den ermittelten Effizienzen aufgefihrt. Als Beispiel
wird hier in Abbildung 13 das Ergebnis flr die Effizienzpriufung von ACTB ge-

zeigt.
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Abbildung 13: Messung der Verdunnungsreihe fiur cDNA (oben) mit dem Primerpaar von
ACTB (unverdinnt, 1:2, 1:4, 1:8) und die daraus resultierende Standardkurve (unten), sowie die
vom Programm LightCycler 480 (Roche) berechnete Effizienz von 1.953 (roter Kasten).

An diesem Beispiel kann man erkennen, wie der Ct-Wert flr die unterschiedli-
chen cDNA-Konzentrationen mit abnehmender Menge indirekt proportional zu-
nimmt. Im darunter abgebildeten Diagramm stellt sich dies als Abhéangigkeit

zwischen Ct-Werten und dem Logarithmus der Konzentrationen dar.
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Tabelle 7: Effizienzen der Primerpaare (alphabetisch)

Name Effizienz
Apobecl 2,097
Apobec2 2,073
Apobec3 2,125
Arc 2,105
Bdnf 1,893
c-Fos 1,8
Dnmt-1 2,127
Dnmt-3a 2,101
Dnmt-3b 2,105
Egrl 2,014
Gapdh 1,884
Hprt 2,057
Ipo8 1,935
Mbd4 1,936
Smugl 2,053
Tbp 1,866
Tdg 1,891
Tetl 1,857
Tet2 1,898
Tet3 1,902

3.2 Genexpression der immediate early genes in EE/SC- Mausen

Um den Effekt des Enriched Environment im Vergleich zu Einzelk&fighaltung im
Hippocampus und Cerebellum von M&usen nachzuweisen, wurde die Genex-
pression von 4 immediate early genes (Arc, Bdnf, c-Fos und Egrl) als Aktivi-
tatsmarker in jeweils 5 Mausen pro Zeitpunkt Uber quantitative real time-PCR
mit dem Roche LightCycler System 480 gemessen. Hierflir wurde Gesamt-RNA
aus Hippocampi und Cerebelli isoliert und nachfolgend revers transkribiert. Von
der erhaltenen cDNA wurden jeweils 90ng pro Probe eingesetzt. Jedes Zielgen
wurde in Triplikaten vermessen. Die berechneten relativen Ct- Werte wurden
auf den 1 Tag SC Cr-Wert des jeweiligen Gens normiert, um relative Genex-
pressionsanderungen, hervorgerufen durch das Absetzen von der Mutter még-
lichst gering zu halten. Als Referenz dienten jeweils die Mittelwerte der hous-
ekeeping Gene Gapdh, Hprt, Ipo8 und Tbp.

Bei allen 4 IEGs ist eine Zunahme der Genexpression Uber die Zeit zu ver-
zeichnen (Abbildung 14). Bei Arc steigt die Genexpression im Hippocampus
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nach 7 Tagen durchgehend bis zu 129 Tagen Enriched Environment von 1,17
(7 Tage) auf 3,15 (129 Tage) an, wodurch sich ein Anstieg um das ~2,7-fache
errechnet, im Vergleich zu SC, wo die Genexpression mit kleinen Schwankun-
gen konstant bleibt. Lediglich der 129 Tage EE-Wert zeigt einen signifikanten
Unterschied zu SC (pi129= 0,044).

Im Cerebellum zeigt sich von Tag 1 an ein Unterschied zwischen den beiden
Gruppen, welcher nahezu konstant wahrend des Anstiegs Uber den gesamten
Zeitraum bleibt. In beiden Gruppen steigt die Genexpression von Arc um das

~1,5-fache an.

Die relative Genexpression von Bdnf im Hippocampus steigt von 1,74 (1 Tag
EE) und 1,02 (1 Tag SC) auf 3,50 (129 Tage EE, Faktor: 2,01) und 1,31 (129
Tage SC, Faktor: 1,3).

Im Cerebellum zeigen sich ahnliche Steigungsfaktoren mit Werten von 0,91 (1
Tag EE) und 1,01 (1 Tag SC) sowie 2,06 (129 Tage EE, Faktor: 2,3) und 1,50
(129 Tage SC, Faktor: 1,4).

Auch c-Fos wird mit zunehmendem Alter im Hippocampus der EE-Mause hdher
exprimiert mit relativen Werten von 1,36 (1 Tag EE) zu 3,22 (129 Tage EE, An-
stieg um das ~2,4 fache), wobei ein deutlicher Einschnitt bei 21 Tagen EE auf-
fallt. Im Gegensatz dazu bleibt die Genexpression bei SC-Mausen nahezu kon-
stant mit 1,05 bei 1 Tag SC zu 1,07 bei 129 Tagen SC. Bei 129 Tagen EE ist
der Unterschied zwischen den beiden unterschiedlichen Haltungen signifikant
(p120=0,002).

Die Genexpression von c-Fos im Kleinhirn lauft zwischen Mausen im Enriched
Environment und Mausen in Einzelkafigen, ahnlich wie bei Arc sehr parallel und
steigt Uber den gemessenen Zeitraum von 1.93 (1 Tag EE) , bzw. 1,32 (1 Tag
SC) auf 3,34 (129 Tage EE), bzw. 2,85 (129 Tage SC) an, was einen Anstieg
um das ~1,7-fache fur die Genexpression von c-Fos der EE-Mause bedeutet.

Eine grol3e Differenz ist in der Genexpression von Egrl im Hippocampus zwi-
schen EE- und SC- Mausen zu sehen. Wahrend die Genexpression bei den
SC-Mausen von 1,09 (1 Tag SC) auf 0,65 (129 Tage SC) abnimmt (Faktor: 1,6),
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steigt sie von 0,94 (1 Tag EE) auf 1,62 (129 Tage EE) in den EE- Mausen in
fast gleichem Mal3e an (Faktor: 1,7).

Im Cerebellum ist bei Egrl eine parallele Steigung der relativen Genexpression
von 1,73 (1 Tag EE) und 1,10 (1 Tag SC) auf 2,70 (129 Tage EE) und 2,09 (129
Tage SC) uber die Zeit sichtbar, woraus sich ein Anstieg um das ~1,6-fache fur

die im Enriched Environment gehaltenen Mause ergibt.

Auffallig ist bei allen IEGs die Zunahme des Standardfehlers bei 129 Tagen EE
im Hippocampus vor allem im Vergleich zu den 129 Tagen SC- Mausen und

den relativen Genexpressionen des Cerebellums derselben Méause.
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Abbildung 14: Genexpression der immediate early genes Arcadlin, brain-derived neu-
rotrophic factor, Proto-oncogene c-Fos und early growth receptor 1 Glber maximal 129 Tage in
EE (blau) bzw. SC (grau). Die Cy-Werte wurden uber die comparative Cr-Methode ausgewertet,
mit dem Mittelwert Gber die housekeeping Gene Gapdh, Hprt, Ipo8 und Thbp der jeweiligen
Maus als Referenz. Alle C+- Werte wurden auf den jeweiligen Wert von 1 Tag single caged
normalisiert. Es wurden die cDNAs von jeweils 5 Mausen (Hippocampus oder Cerebellum) in
Triplikaten mit dem Roche LightCycler 480 gemessen.
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3.3 DNA Methylierung

3.3.1 Quantitative Bestimmung von 5mC in EE/SC-Mausen

Die quantitative Messung von 5mC erfolgte mit dem ELISA-basierten Methyl-
flash Methylated DNA Quantification Kit. Es wurden fur jede Messung 100ng
extrahierte Gesamt-DNA eingesetzt und fiur jede Probe in Triplikaten die Ab-
sorption bei 450 nm gemessen. Anhand der generierten Standardkurve (im

Doppelansatz, Abbildung 15), wurden die Mengen an 5mC berechnet.

Optima Testname: 5mC_Hip_~AK 2014.09.05 144918
BMGLABTECH 1D1,2,3: 59.dbf
Std.konz [ngipl] 0oD1 obz
05 0,059 0,106
1 0,144 0,136
2 0274 0,254
5 05639 0,524
10 1030 0,967

5mC Hippocampus

y =0,0967x +0,0507
r=0,999

o 2 4 6 8 10
Konzentrationen

Abbildung 15: Standardkurve fur die 5mC Messung (hier fir die Hippocampus Proben). Es
sind die Absorptionen bei 450nm zu den Standardkonzentrationen mit linearer Regression im
Doppelansatz dargestellit.

Die Bestimmung des 5mC Gehalts (Abbildung 16) fir den Hippocampus zeigt in
den EE-Méausen eine Abnahme von 0,64% 5mC/Gesamt-DNA (0 Tage EE/SC)
auf 0,53% 5mC/Gesamt-DNA bis zum Zeitpunkt von 21 Tagen EE und zum
Zeitpunkt von 129 Tagen EE einen Anstieg auf 1,04% 5mC/Gesamt-DNA. Bei

den SC-Méausen verhélt sich die Situation genau entgegen gesetzt, so dass hier
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ein Anstieg von 0,64% 5mC/Gesamt-DNA (0 Tage EE/SC) auf 1,08%
5mC/Gesamt-DNA bis zum Zeitpunkt von 21 Tagen SC zu sehen ist und bei
129 Tagen SC eine deutliche Abnahme auf 0,43% 5mC/Gesamt-DNA. Im
Kleinhirn steigt 5mC in beiden Haltungsbedingungen von 0,46% 5mC/Gesamt-
DNA (0 Tage EE/SC) auf 0,93% 5mC/Gesamt-DNA (21 Tage SC) und 0,97%
5mC/Gesamt-DNA (21 Tage EE) an, fallt jedoch bei den EE- Mausen zum Zeit-
punkt von 129 Tagen auf 0,38% 5mC/Gesamt-DNA und fir die SC- Mause auf
0,89% 5mC/Gesamt-DNA.

Hippocampus Cerebellum
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Abbildung 16: Quantitative Bestimmung von 5mC in Gesamt-DNA des Hippocampus bzw.
Cerebellums Uber einen maximalen Zeitraum von 129 Tagen EE (weil3) bzw. SC (dunkelgrau)
mit dem Methylflash Quantification Kit, basierend auf dem ELISA-Prinzip. Es wurden jeweils
100ng DNA pro Well aufgetragen und jede Probe in Triplikaten gemessen.

3.3.2 Histologische Untersuchungen von 5mC

Der Nachweis von 5mC auf zellularer Ebene erfolgte mit einem Antikérper ge-
gen 5mC, der mit einer Verdinnung von 1:3000 eingesetzt wurde. Durch die
guantitative Analyse konnte die Menge an 5mC in Hippocampus und Kleinhirn
global bestimmt werden, jedoch gibt die histologische Farbung Aufschluss dar-
tber, wo 5mC im Gyrus Dentatus des Hippocampus und in der Kérner- sowie
Purkinjezellschicht des Kleinhirns unter den verschiedenen Haltungs- und Fut-
terungsbedingungen entsteht.

In den histologischen Farbungen von 5mC (Abbildung 18) ist aufgrund der ho-
hen Anzahl an 5mC-positiven Zellen kein Unterschied zwischen EE- und SC-

Mausen erkennbar. Um eine Aussage darlber treffen zu kénnen, ob sich die
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Anzahl an 5mC-positiven Zellen tber die Zeit &ndert und ob Unterschiede zwi-
schen EE und SC bestehen, wurden jeweils in 5 Schnitten pro Zeitpunkt

Zellauszahlungen durchgefinhrt.

Nach 1 Tag in den unterschiedlichen Haltungsbedingungen ist die Anzahl der
5mC-positiven Zellen in beiden Mausgruppen nahezu gleich (Abbildung 17).
Erst im weiteren Verlauf zeigen sich geringe Unterschiede in der Anzahl an
5mC-positiven Zellen. Im Hippocampus, ebenso wie im Cerebellum von EE-
Mausen sind zu den Zeitpunkten von 7, 21 und 129 Tagen mehr 5mC-positive
Zellen als in SC-Mausen gezahlt worden. Im Cerebellum, wie im Hippocampus,
nimmt die Anzahl der 5mC-positiven Zellen im zeitlichen Verlauf zu, wobei die
Zunahme im Cerebellum deutlich geringer ausfallt. Auch ist der Unterschied

zwischen Enriched- und Einzelkafighaltung im Cerebellum geringer als im Hip-

pocampus.
Gyrus Dentatus Kérnerzellschicht Cerebellum
1009 B SC 100 = SC
1 EE J EE
= w4 = a4
5 ' 3
3 e S o
= £
g 404 g 404
O o
] ]
5 2 E 29
0 T T T T _ 0 T T T T
0 1 T 21 124 0 1 o2 129
Beobachtungszeit in Tagen Beobachtungszeit in Tagen

Abbildung 17: Auszahlung der 5mC-positiven Zellen in FFPE-Schnitten von je 5 Mausen,
die in EE (weil3) oder SC (dunkelgrau) gehalten wurden, im Gyrus Dentatus des Hippocam-
pus (links) und der Koérnerzellschicht des Cerebellums (rechts). Es ist sowohl im Hippocampus
als auch im Cerebellum eine Zunahme an 5mC-positiven Zellen mit fortschreitendem Alter zu
sehen und in EE-Mausen mehr 5mC-positive Zellen.
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Cerebellum |

0 Tage

1 Tag SC

7TageSC | 1TegEE

7 Tage EE

21TagesC |

|

21 Tage EE

| 129Tageee | 129Tagesc |

Abbildung 18: 5mC-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum nach
0-129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. Aufgrund der hohen Anzahl an 5mC-positiven Zellen ist
keine Zu- oder Abnahme an 5mC in der Kdrnerzellschicht des Gyrus Dentatus oder Cerebel-
lums erkennbar. Man sieht im Gyrus Dentatus des Hippocampus eine Abnahme an 5mC-
positiven Zellen in der subgranularen Zone des Gyrus Dentatus. Messbalken 500um.
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Wie bei den unterschiedlich gehaltenen Mausen, ist auch bei den verschieden
ernahrten Mausen die Zahl an 5mC-positiven Zellen sehr hoch (Abbildung 20).
Um auch geringe Unterschiede in der Anzahl an 5mC-positiven Zellen zu ermit-
teln, wurden auch hier jeweils die 5mC-positiven Zellen in 3 Schnitten pro Zeit-
punkt und Futterart in jeder Hirnregion gezahlt. Die Zahl der 5mC-positiven Zel-
len steigt in beiden unterschiedlich geflitterten Mausgruppen mit zunehmendem
Alter (Abbildung 19) im Gyrus Dentatus des Hippocampus und in der Korner-
zellschicht des Cerebellums. Sowohl im Gyrus Dentatus des Hippocampus als
auch in der Kornerzellschicht des Cerebellums zeigt sich eine héhere Anzahl an
5mC-positiven Zellen in den F-Mausen.

Gyrus Dentatus Komerzellschicht Cerebellum
100 B F- 100 B F-

- 1 F+
80 —— —_
40 40
24 a4
d 21 ‘ 129I 273| [I] 1 I 129‘ 273‘

Beobachtungszeit in Tagen Beobachtungszeit in Tagen

5mC postive Zellen %
5mC positive Zellen %

=
=

Abbildung 19: Auszahlung der 5mC-positiven Zellen in FFPE-Schnitten von je 3 Mausen,
die mit Zuchtfutter (weil3) oder Haltungsfutter (dunkelgrau) ernahrt wurden, im Gyrus
Dentatus des Hippocampus (links) und der Kdrnerzellschicht des Cerebellums (rechts). Es ist
sowohl im Hippocampus als auch im Cerebellum eine Zunahme an 5mC-positiven Zellen mit
fortschreitendem Alter und mehr 5mC-positive Zellen in beiden Hirnregionen von F-M&ausen zu
erkennen.
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Cerebellum

|
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21 Tage F-
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129 Tage F-

" 129 Tage F+ “

273 Tage F-
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Abbildung 20: 5mC-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum nach
0-273 Tagen mit Haltungs-bzw. Zuchtfutter. In der Kérnerzellschicht des Gyrus Dentatus im
Hippocampus sowie Cerebellums ist aufgrund der hohen Anzahl an 5mC-positiven Zellen keine
Veranderung erkennbar. Im Gyrus Dentatus ist in der subgranuldaren Zone eine Abnahme mit
fortschreitendem Alter der Mause zu sehen. Messbalken 500um.
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3.3.3 Immunfluoreszenzkofarbungen 5mC/Ki67

Um festzustellen, ob 5mC auf die Proliferation im Gyrus Dentatus des Hippo-
campus einen Einfluss hat, wurden Hirnschnitte von Mausen mit 0 und 129 Ta-
gen in unterschiedlichen Haltungsbedingungen, sowie 0 und 273 Tagen mit un-
terschiedlicher Ernahrung mit Antikdrpern gegen 5mC, sowie Ki67 behandelt
und Uber Alexa-Fluor-gekoppelten Sekundarantikérpern (Alexa488 (griin) sowie
Alexa546 (rot)) parallel detektiert. Sowohl fir die unterschiedlich gehaltenen

Mause, als auch fur die unterschiedlich erndhrten Mause ist eine Abnahme an

Ki67 von 0 Tagen zu 129 bzw. 273 Tagen sichtbar (Abbildung 21 und 22).

Ki67

5mC

O Tage

129 Tage SC

129 Tage EE

Abbildung 21: Kofarbung von Ki67 und 5mC im Gyrus Dentatus des Hippocampus von 0
Tagen sowie 129 Tagen SC und EE Méausen. Ki67 nimmt im Alterungsprozess ab. Zu allen

DAPI/Ki67/5mC

okn s
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Zeitpunkten ist eine Kolokalisation von Ki67 mit 5mC zu sehen, aber kein Unterschied zwischen

den beiden Haltungsbedingungen.

Zellen, die als Ki67 positiv identifiziert wurden, sind zu allen Zeitpunkten und
unabhangig von Haltung oder Futter gleichzeitig 5mC-positiv, jedoch sind deut-
lich weniger Ki67-positive Zellen zu sehen, als 5mC-positive Zellen. Vor allem

bei den 0 Tage EE/SC- und F/F+ -Mausen ist eine Haufung an Ki67-positiven

Zellen in der subgranularen Zone des Gyrus Dentatus zu sehen.

Ki67

5mC

O Tage

273 Tage F-

273 Tage F+

Abbildung 22: Kofarbung von Ki67 und 5mC im Gyrus Dentatus des Hippocampus von 0
Tagen sowie 129 Tagen F- und F'- Mausen. Ki67 nimmt im Alterungsprozess ab. Zu allen
Zeitpunkten ist eine Kolokalisation von Ki67 mit 5mC zu sehen, jedoch kein Unterschied zwi-

schen den verschiedenen Futterarten.

DAPI/Ki67/5mC
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3.3.4 Genexpression von Dnmtl, Dnmt3a und Dnmt3b

Um die globale Expression der DNA-Methylasen Dnmtl, Dnmt3a und Dnm3b
zu analysieren, wurden die cDNAs der verschiedenen Mause in Triplikaten Gber
den Roche LightCycler480 gemessen und lber die comparative Ct-Methode
ausgewertet (Abbildung 23, 24).

Far Dnmtl ist eine Zunahme der relativen Genexpression von 0,69 (1 Tag EE)
und 0,67 (1 Tag SC) auf 0,98 (129 Tage EE, Faktor: 1,4) und 0,83 (129 Tage
SC, Faktor: 1,2) im Hippocampus zu sehen, die sich nicht signifikant zwischen
EE- und SC-M&ausen unterscheidet.

Im Cerebellum ist bei 7 Tagen und 129 Tagen eine signifikant hhere Genex-
pression von Dnmtl in EE-Mausen zu verzeichnen (p7=0,040; p120=0,007), wo-
bei sich die relativen Genexpressionswerte fur die im Enriched-Environment
gehaltenen Méause von 0,81 (1 Tag EE) auf 2,02 (129 Tage EE, Faktor: 2,49)
erhdhen und fur die im Einzelkafig gehaltenen Mause von 0,73 (1 Tag SC) auf
1,32 (129 Tage SC, Faktor: 1,8) erhdhen.

Die relative Genexpression von Dnmt3a sinkt sowohl im Hippocampus als auch
im Cerebellum in EE- wie SC-Mausen mit zunehmendem Alter. Im Hippocam-
pus sinken die relativen Werte von 1,11 (1 Tag EE) und 1,21 (1 Tag SC) auf
0,81 (129 Tage EE, Faktor: 1,37) und 0,67 (129 Tage SC, Faktor: 1,8) und wird
in SC- Mausen starker runter reguliert als in EE- Mausen.

Interessant ist die Angleichung der Genexpression von Dnmt3a im Cerebellum
der SC- und EE-Mause nach 21 Tagen, trotz signifikantem Unterschied nach 1
Tag EE bzw. SC (p;=0,04) mit Werten von 0,99 (1 Tag EE) und 1,39 (1 Tag SC)
Uber 0,79 (21 Tage EE) und 0,83 (21 Tage SC) bis zu 0,80 (129 Tage EE, Fak-
tor: 1,24 ) und 0,71 (129 Tage SC, Faktor: 1,96).

Die relative Genexpression von Dnmt3a nimmt wie bei Dnmtl fir die SC- M&u-
se starker ab. Die Genexpression von Dnmt3b zeigt sich sehr unregelmalig, so
ist sie zwischen SC- und EE-Mausen im Hippocampus, wie auch im Cerebellum

nach 1 Tag noch annéhernd gleich, entwickelt sich jedoch dynamisch weiter.
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Abbildung 23: Darstellung der relativen Genexpression der Dnmts 1, 3a und 3b in EE-
(blau) und SC-Mausen (grau) Uber einen Zeitraum von maximal 129 Tagen. Die Y-Achse
zeigt die relative Genexpression, die X-Achse die jeweiligen Zeitpunkte. Die C+-Werte wurden
Uber die comparative Cr-Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert Giber die housekeeping Gene
Gapdh, Hprt, Ipo8 und Tbp der jeweiligen Maus als Referenz. Alle C+-Werte wurden auf den
jeweiligen Wert von 0 Tagen Enriched Environment/Einzelkafig normalisiert. Es wurden die
cDNAs von jeweils 5 Mausen (Hippocampus oder Cerebellum) in Triplikaten mit dem Roche
LightCycler 480 gemessen.

Im Hippocampus hat die Genexpression von Dnmt3b nach 7 Tagen in EE—
Mausen einen signifikant hoheren relativen Wert von 1,67 als in SC- Mausen
mit einem relativen Wert von 0,82 (p7=0,03) und nimmt nachfolgend zu 21 Ta-
gen hin aber wieder ab (EE: 0,81; SC: 0,62). Bis zum Zeitpunkt von 129 Tagen
steigt die relative Genexpression von Dnmt3b sowohl in EE- Mausen (1,39) als
auch SC-Mausen (1,51) an.
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Im Cerebellum zeigt sich ein signifikanter Unterschied zum Zeitpunkt von 7 Ta-
gen (p7=0,02), wo die Genexpression von Dnmt3b in den Enriched Environment
gehaltenen Mausen deutlich erhéht ist mit einem relativen Wert von 4,57 und
nachfolgend bis zum Zeitpunkt von 129 Tagen deutlich abnimmt mit einem rela-
tiven Wert von 2,70, wahrend die Genexpression von Dnmt3b in den SC-
Mausen bis zu 21 Tagen hin zunimmt und sich mit einem relativen Wert von
2,15 dem Level der EE-Mause annahert. Bis zum Zeitpunkt von 129 Tagen

nimmt die relative Genexpression von Dnmt3a in SC-Mausen auf 1,71 ab.

In den Mausen, die unterschiedliche Futtersorten erhielten, steigt die Genex-
pression von Dnmtl mit zunehmendem Alter an (Abbildung 24), wobei die Zu-
nahme im Cerebellum gering ist. Im Hippocampus der F-Mause ist die relative
Genexpression zu allen Zeitpunkten héher (21 Tage: 0,87; 129 Tage: 1,44; 273
Tage: 2,11) als in den F-Mausen (21 Tage: 0,14; 129 Tage: 0,51; 273 Tage:
1,12), die Unterschiede sind aber nicht signifikant. Im Vergleich von 273 Tagen
zu 21 Tagen zeigt sich eine Erhéhung fur die F-Méause um das 2,4-fache und
fur die F*-Mause um das 8-fache.

Die relative Genexpression von Dnmtl im Cerebellum zeigt fir die F-Mause
eine konstante Zunahme von 21 Tagen mit einem relativen Wert von 0,89 zu
273 Tagen mit einem relativen Wert von 0,98, was einer Zunahme der relativen
Genexpression um das 1,1-fache entspricht. Bei den F*-Mausen erhoht sich die
relative Genexpression von 21 Tagen mit einem relativen Wert von 0,91 bis
zum Zeitpunkt von 273 Tagen mit einem relativen Wert von 1,01 ebenfalls um
das 1,1-fache, jedoch ist die relative Genexpression von Dnmtl zum Zeitpunkt
von 129 Tagen in den F'-M&usen deutlich auf einen relativen Wert von 0,66

verringert.
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Abbildung 24: Darstellung der relativen Genexpression der Dnmts 1, 3a und 3b in F+
(blau) und F- Mausen (grau) Uber einen Zeitraum von maximal 273 Tagen. Die Y-Achse
zeigt die relative Genexpression, die X-Achse zeigt die jeweiligen Zeitpunkte. Die C-Werte
wurden Uber die comparative Ci-Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert Gber die housekee-
per Gapdh, Hprt, Ipo8 und Tbp der jeweiligen Maus als Referenz. Alle C+- Werte wurden auf
den jeweiligen Wert von 0 Tagen F/F" normalisiert. Es wurden die cDNAs von jeweils 3 Miusen
(Hippocampus oder Cerebellum) in Triplikaten mit dem Roche LightCycler 480 gemessen.

Im Hippocampus der Mause die mit Zuchtfutter erndhrt wurden findet eine Zu-
nahme der relativen Genexpression von Dnmt3a statt (21 Tage: 0,32; 129 Ta-
ge: 0,50; 273 Tage: 0,64), in den mit Haltungsfutter erndhrten Mausen nimmt
die Genexpression zwischen 21 Tagen (0,49) und 129 Tagen (0,99) deutlich zu,
sinkt aber bis zum Zeitpunkt von 273 Tagen ab auf einen relativen Wert von
0,65.
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Im Cerebellum ist die Genexpression von Dnmt3a nach 21 Tagen bereits auf
0,64 (F-) und 0,24 (F+) gefallen, was einen signifikanten Unterschied zeigt
(p21=0,0002). Interessanterweise sinkt die relative Genexpression im Fall der
mit Haltungsfutter ernéhrten Mause weiter ab mit einem relativen Wert von
0,54 zum Zeitpunkt von 129 Tagen und einem signifikantem Unterschied zu den
mit Zuchtfutter ernédhrten Mausen, die einen Anstieg auf den Wert von 0,25 zum
Zeitpunkt von 129 Tagen zeigen (pi120=0,004). Zum Zeitpunkt von 273 Tagen
gleichen sich die relativen Genexpressionen an, mit einem relativen Wert fur die

F-M&use von 0,53 und die F'-Mause von 0,54.

In den unterschiedlich erndhrten Mausen zeigt sich fir Hippocampus und Cere-
bellum ein sehr ahnliches Muster der Genexpression von Dnmt3b.

Nach 21 Tagen unterschiedlicher Ernahrung ist im Hippocampus die relative
Genexpression in F'-Mausen signifikant erhéht (4,86; p,;=0,000026) im Ver-
gleich zu F-Mausen (0,41), jedoch sinkt diese bis zu 129 Tagen unterschiedli-
chen Futters unter das Niveau der haltungsfutterernédhrten Mause ab und na-
hert sich erst nachfolgend wieder an die steigende Genexpression der F'-
Mause an, bleibt jedoch unterhalb des Genexpressionsniveau der haltungsfut-
terernéhrten Mause.

Fur das Cerebellum zeigt sich die relative Genexpression von Dnmt3b nach 21
Tagen Zuchtfutter ebenfalls deutlich erhéht (5,36) im Vergleich zu 21 Tagen
Haltungsfutter (1,17; p2:=0,0004). Fur die mit Zuchtfutter ernahrten Mause sinkt
die relative Genexpression von Dnmt3b zum Zeitpunkt von 129 Tagen stark ab
auf einen relativen Wert von 0,86 und steigt zum Zeitpunkt von 273 Tagen nur
noch gering auf einen relativen Wert von 1,1. Fur die mit Haltungsfutter ernahr-
ten Mause sinkt die relative Genexpression von Dnmt3b kontinuierlich ab (129
Tage: 1,17, 273 Tage: 1,07). Nach 273 Tagen unterschiedlichen Futters zeigt
sich kein nennenswerter Unterschied in der relativen Genexpression zwischen

den beiden Gruppen.
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3.3.5 Histologische Farbungen von Dnmt3a

Um Dnmt3a auf Proteinebene und zelltypspezifisch nachzuweisen, wurden die
sagittalen FFPE-Schnitte mit einem Antikdrper gegen Dnmt3a gefarbt. Wie in
der Genexpressionsanalyse sieht man auch bei den histologischen Schnitten
der EE-und SC-Mause eine deutliche Abnahme mit zunehmendem Alter (Abbil-
dung 25). Bei 1 Tag und 7 Tagen ist kein Unterschied zwischen den Enriched
Environment gehaltenen Mausen und den im Einzelkafig gehaltenen Mausen zu
sehen, nach 21 Tagen sowie 129 Tagen, im Gyrus Dentatus, sowie im Cerebel-
lum sind mehr Dnmt3a-positive Zellen, die auch eine intensivere Farbung auf-
weisen in den EE-Mausen lokalisiert. Im Gyrus Dentatus sind fast ausschliel3-
lich Zellen der subgranularen Zone Dnmt3a-positiv. Interessant ist die Farbung
von Dnmt3a im Kleinhirn. Ist bei dem Ausgangswert von 0 Tagen die gesamte
Kdrnerzellschicht deutlich Dnmt3a-positiv und die Purkinjezellschicht Dnmt3a-
negativ, so nimmt die Intensitat und die Anzahl der Dnmt3a-positiven Zellen mit
zunehmendem Alter ab, jedoch sind bei 129 Tagen die Purkinjezellen positiv,
wobei die Anzahl der Dnmt3a-positiven Zellen und deren Intensitat bei den im
Enriched Environment gehaltenen M&usen hoher ist. Zwischen den mit Zucht-
und Haltungsfutter ernahrten Mausen ist beziglich der Futterart kein Unter-
schied in Anzahl oder Intensitdt der Dnmt3a-positiven Zellen zu sehen (Abbil-
dung 26), jedoch wie bei den Enriched- und Einzelkafig gehaltenen Tieren, ver-
ringert sich die Anzahl Dnmt3a-positiver Zellen mit zunehmendem Alter. Im Ce-
rebellum findet auch hier die Verschiebung der Dnmt3a Proteinexpression von
der Kornerzellschicht in die Purkinjezellschicht ab 21 Tagen statt.
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Abbildung 25: Dnmt3a-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum
nach 0-129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. In der subgranulédren Zone des Gyrus Dentatus im
Hippocampus, ebenso wie in der Koérnerzellschicht des Cerebellums nimmt die Anzahl an
Dnmt3a-positiven Zellen mit fortschreitendem Alter ab. In EE- Mausen sind mehr Dnmt3a-
positive Zellen als in SC-Mausen sichtbar.

Messbalken Gyrus Dentatus: 200um , Cerebellum: 100um.
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Abbildung 26: Dnmt3a-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum
nach 0-273 Tagen mit Haltungs- bzw. Zuchtfutter. In der subgranuldren Zone des Gyrus
Dentatus im Hippocampus, ebenso wie in der Kdrnerzellschicht des Cerebellums nimmt die
Anzahl an Dnmt3a-positiven Zellen mit fortschreitendem Alter ab. Es ist kein Unterschied zwi-
schen den beiden Futterarten in der Proteinexpression von Dnmt3a zu erkennen.

Messbalken: Gyrus Dentatus: 200um , Cerebellum: 100um.
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3.3.6 Immunfluoreszenzkofarbung von Dnmt3a/NeuN

Der Antikdrper NeuN farbt nicht-proliferierende, postmitotische Neuronen mit
Ausnahme von Purkinjezellen. Um festzustellen, ob die de novo Methyltrans-
ferase Dnmt3a in postmitotischen Zellen noch exprimiert wird, wurden Schnitte
der Ausgangswerte mit 0 Tagen EE/SC bzw. F+/F- und der letzte Zeitpunkt von
Enriched- bzw. Einzelkafig-gehaltenen und  Zuchtfutter-/Haltungsfutter-
ernahrten Mausen mit DAPI/Dnmt3a/NeuN gefarbt. In allen 4 Versuchsgruppen
nimmt die Anzahl an Dnmt3a-positiven Zellen alterungsbedingt ab. NeuN wird
Uber alle Zeitpunkte und Haltungs- bzw. Fitterungsbedingungen in der Korner-
zellschicht des Gyrus Dentatus des Hippocampus, wie auch im Cerebellum
gleichmafig angefarbt. Eine Kofarbung fir Dnmt3a und NeuN konnte bei kei-
nem Bild gefunden werden. Bei dem Ausgangswert von 0 Tagen (Abbildung 27,
28) im Gyrus Dentatus des Hippocampus ist deutlich zu erkennen, dass die
subgranulare Zone Dnmt3a-positive Zellen beinhaltet, die alle NeuN-negativ
sind. Bei den spateren Zeitpunkten sind die wenigen Dnmt3a-positiven Zellen
ebenfalls NeuN-negativ. Im Cerebellum erscheinen Dnmt3a-positive Zellen der
Kdrnerzellschicht ebenfalls NeuN-negativ, die Purkinjezellschicht ist NeuN-
negativ aufgrund der fehlenden Immunreaktivitat mit dem Antikorper gegen
NeuN.
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Abbildung 27: Kofarbung von Dnmt3a und NeuN im Gyrus Dentatus des Hippocampus
(oben) und des Cerebellums (unten) von 0, 129 Tagen SC- und 129 Tagen EE- Mausen.
Dnmt3a nimmt im Alterungsprozess ab. Es ist keine Kofarbung von Dnmt3a und NeuN bei 0
Tage Mausen zu sehen. Vereinzelte Dnmt3a-positive Zellen sind in 129 Tagen EE- Mausen zu

sehen, die ebenfalls keine Kolokalisation mit NeuN zeigen.
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Abbildung 28: Kofarbung von Dnmt3a und NeuN im Gyrus Dentatus des Hipoocampus
(oben) und des Cerebellums (unten) von 0 und 273 Tagen von Haltungs-bzw- Zuchtfutter-
Mausen. Abnahme von Dnmt3a im Alterungsprozess. Keine Kofarbung von Dnmt3a und NeuN
bei 0 Tage Mausen. Vereinzelte Dnmt3a-positive Zellen in 273Tage Zucht- bzw. Haltungsfutter-
Mausen zeigen ebenfalls keine Kolokalisation mit NeuN. In allen drei Altersstufen sind die Pur-
kinjezellen Dnmt3a-positiv.
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3.4 DNA Hydroxymethylierung

3.4.1 Quantitative Bestimmung von 5hmC in EE- und SC- Mausen

Die quantitative Messung von 5hmC erfolgte mit dem ELISA-basierten Methyl-
fash Hydroxymethylated DNA Quantification Kit. Es wurden flir jede Messung
200ng extrahierte Gesamt-DNA eingesetzt und fir jede Probe in Triplikaten die
Absorption bei 450nm gemessen. Anhand der generierten Standardkurve (im
Doppelansatz, Abbildung 29), wurden die Mengen an 5hmC berechnet.

Optima Testname: ShmC_Hip_AK 2014.09.04 13:37:31

BMG LABTECH 01,23 58.dbf
Std.konz [ng/u] oD1 oD2
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Abbildung 29: Standardkurve fir die 5hmC Messung (hier fur die Hippocampus Proben) Es
sind die Absorptionen bei 450nm zu den Standardkonzentrationen mit linearer Regression im
Dop-pelansatz dargestellt.

Die Bestimmung des 5hmC-Gehalts fiir den Hippocampus (Abbildung 30, links)
zeigt einen kontinuierlichen Anstieg von 0.05% 5hmC/Gesamt-DNA zum Aus-
gangszeitpunkt vor den unterschiedlichen Haltungsbedingungen bis zum Zeit-
punkt von 129 Tagen EE mit 0,22% 5hmC/Gesamt-DNA, wo der Unterschied
zum 5hmC Gehalt der SC-Mause mit 0,07% 5hmC/Gesamt-DNA Signifikanz
(p120=0,007) zeigt. Der globale 5hmC-Gehalt im Hippocampus der EE- Mause
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zeigt einen 3,3-fachen Anstieg vom Ausgangswert (0 Tage EE/SC) bis zum
Zeitpunkt von 129 Tagen EE. Bei den SC-Mausen zeigt sich keine eindeutige
Zu- oder Abnahme im 5hmC Gehalt, sondern lediglich Schwankungen im Be-
reich von 0,06 — 0,10% 5hmC/Gesamt-DNA.
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Abbildung 30: Quantitative Bestimmung von 5hmC in Gesamt- DNA des Hippocampus
bzw. Cerebellums lber einen maximalen Zeitraum von 129 Tagen EE (weil3) bzw. SC (dunkel-
grau) mit dem Methylflash Quantification Kit, basierend auf dem ELISA-Prinzip. Es wurden
jeweils 200ng DNA pro well aufgetragen und jede Probe in Triplikaten gemessen.

Im Kleinhirn steigt der globale 5hmC-Gehalt in beiden Haltungsbedingungen
von 0,02% 5hmC/Gesamt-DNA zum Ausgangszeitpunkt mit 0 Tagen EE/SC bis
zum Zeitpunkt von 21 Tagen (21 Tage SC: 0,1 5hmC/Gesamt-DNA; 21 Tage
EE: 0,12% 5hmC/Gesamt-DNA) an (Abbildung 30, rechts), wobei der 5hmC
Gehalt in den Enriched Environment-gehaltenen Mausen immer etwas hoher ist
als bei den SC-Mausen. Nach 129 Tagen ist bei den EE-Mausen eine deutliche
Abnahme auf 0,05% 5hmC/Gesamt-DNA zu sehen, im Gegensatz zu den SC-
Mausen, deren globaler Gehalt an 5hmC weiter auf 0,11% 5hmC/Gesamt-DNA
steigt.
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3.4.2 Histologische Farbungen von 5hmC

Der Nachweis von 5hmC erfolgte mit einem Antikérper gegen 5hmC, welcher
mit einer Verdinnung von 1:1000 eingesetzt wurde. Die globale Menge an
5hmC in Hippocampus und Kleinhirn wurde Uber die quantitative Analyse mit
dem Methylflash Hydroxymethylated DNA Quantification Kit bestimmt, die his-
tologischen Farbungen geben Aufschluss dartiber, wo 5hmC im Gyrus Dentatus
des Hippocampus und in der Kérner- sowie Purkinjezellschicht des Kleinhirns
unter den verschiedenen Haltungs- und Futterungsbedingungen exprimiert wird.
Im Hippocampus sind bei den Zeitpunkten von 21 Tagen und 129 Tagen mehr
5hmC-positive Zellen als in den friheren Zeitpunkten (0 Tage, 1 Tag, 7 Tage)
vor allem im Bereich der subgranularen Zone zu sehen (Abbildung 32). Ein Un-
terschied zwischen der Enriched- und der Einzelkafighaltung wird in der Aus-
zéhlung von 5hmC-positiven Zellen in den FFPE-Schnitten der jeweils 5 EE-
bzw. SC-Méause deutlich, wo mehr 5hmC-positive Zellen in den EE-M&ausen ge-
zahlt wurden (Abbildung 31). Ebenso fallt die Zunahme von 5hmC-positiven
Zellen im Cerebellum der frihen Zeitpunkte (0 Tage, 1 Tag, 7 Tage) im Ver-
gleich zu den spéateren Zeitpunkten (21 Tage, 129 Tage) auf (Abbildung 32). Im
Cerebellum nimmt somit 5hmC ebenfalls mit dem Alterungsprozess zu und es
sind wie im Hippocampus, mehr 5hmC-positive Zellen in den EE-M&usen zu
erkennen (Abbildung 31, 32).
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Abbildung 31: Auszéhlung der 5hmC-positiven Zellen in FFPE-Schnitten von jeweils 5
Mausen welche in SC (dunkelgrau) oder EE (weil3) gehalten wurden. Im Gyrus Dentatus
(links) wie im Cerebellum (rechts) sieht man eine Zunahme an 5hmC-positiven Zellen mit fort-
schreitendem Alter. In beiden Hirnregionen sind mehr 5hmC-positive Zellen in den EE-M&usen
zu verzeichnen.
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Abbildung 32: 5hmC-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum
nach 0-129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. In der K&rnerzellschicht des Gyrus Dentatus im
Hippocampus sowie Cerebellums nimmt die Anzahl der 5ShmC-positiven Zellen mit fortschrei-
tendem Alter zu. Zwischen EE/SC ist kein Unterschied zu erkennen. Messbalken 200um.
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Wie im Enriched-Versuch steigt die Zahl der 5hmC-positiven Zellen in beiden
unterschiedlich gefutterten Mausgruppen zwar mit zunehmendem Alter (Abbil-
dung 33, 34) bis zum Zeitpunkt von 129 Tagen, sowohl im Gyrus Dentatus des
Hippocampus als auch Cerebellum an, es ist jedoch erst bei 273 Tagen unter-
schiedlichen Futters eine erhdhte Anzahl an 5hmC-positiven Zellen in den mit
Haltungsfutter ernahrten Mausen zu erkennen. Interessant ist die Stagnation
von 5hmC-positiven Zellen ab einem Zeitpunkt von 21 Tagen im Gyrus Denta-

tus des Hippocampus (Abbildung 33), die sich im Cerebellum jedoch nicht zeigt.
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Abbildung 33: Auszahlung der 5hmC-positiven Zellen in FFPE-Schnitten von jeweils 3
Méausen welche mit Haltungsfutter (dunkelgrau) oder Zuchtfutter (weil3) ernéahrt wurden.
Im Gyrus Dentatus des Hippocampus (links) wie im Cerebellum (rechts) sieht man eine Zunah-
me an 5hmC-positiven Zellen mit fortschreitendem Alter. In beiden Hirnregionen sind mehr
5hmC-positive Zellen in den mit Haltungsfutter ernédhrten Mausen zu verzeichnen.
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Abbildung 34: 5hmC-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum
nach 0-273 Tagen mit Haltungsfutter bzw. Zuchtfutter. Zunahme an 5hmC-posititven Zellen
mit zunehmendem Alter im Gyrus Dentatus, wie auch im Cerebellum. Im Gyrus Dentatus zum
Zeitpunkt von 129 Tagen weniger 5ShmC-positive Zellen als zu frilheren und spéateren Zeitpunk-
ten. Messbalken 200um.
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3.4.3 Genexpression von Tetl-3

Die ,ten-eleven-translocation-proteins® sind verantwortlich fur die Umwandlung
von Methylcytosin in Hydroxymethylcytosin und tragen somit aktiv zur Demethy-

lierung im Genom bei.

Fur Tetl ist im Hippocampus eine Abnahme der relativen Genexpression mit
zunehmendem Alter auf einen relativen Wert von 0,53 zum Zeitpunkt von 129
Tagen EE und 0,28 zum Zeitpunkt von 129 Tagen SC zu sehen (Abbildung 35),
die Uber die Zeitpunkte 7-129 Tage tendenziell hbhere Werte der im Enriched
Environment gehaltenen Mause im Vergleich zu den Einzelkafig gehaltenen
Tieren aufweist.

Im Cerebellum liegen die Werte der relativen Genexpression von Tetl einzeln
gehaltener Mausen bei 1 Tag und 7 Tagen etwas hoher, jedoch gleichen sich
die Werte zu den spateren Zeitpunkten (21 Tage, 129 Tage) an. Wie im Hippo-
campus ist auch hier eine Abnahme mit zunehmendem Alter der M&ause zu se-
hen (129 Tage EE: 0,64; 129 Tage SC: 0,60).

Die relative Genexpression von Tet2 nimmt im Hippocampus mit zunehmendem
Alter ab (129 Tage EE: 0,45; 129 Tage SC: 0,28), wobei die Werte der EE-
Mause wieder hoher liegen, bei 7 Tagen signifikant (7 Tage EE: 1,1; 7 Tage
SC: 0,67; p7=0,005).

Im Gegensatz dazu erhéht sich die Genexpression von Tet2 im Cerebellum von
im Enriched Environment gehaltenen Mausen, bis sie bei 129 Tagen einen sig-
nifikanten Unterschied der EE-Mause im Vergleich zu den SC-Mausen zeigt
(129 Tage EE: 1,87; 129 Tage SC: 0,84, p129=0,002).

Die Genexpression von Tet3 zeigt im Hippocampus einen erhdhten Wert bei 7
Tagen, sowohl fiur Mause die im Enriched Environment gehalten wurden (7 Ta-
ge EE: 1,22), als auch fur die im Einzelkafig gehaltenen Méause (7 Tage SC:
0,86). Nach einer Abnahme bis zum Zeitpunkt von 21 Tagen (21 Tage EE: 0,50;
21 Tage SC: 0,32), steigt die Genexpression von Tet3 im Hippocampus wieder
an, weiterhin fur EE-Mause erhoht, erreicht jedoch nicht mehr den gleichen
Wert wie zum Zeitpunkt von 7 Tagen (129 Tage EE: 0,81; 129 Tage SC: 0,37).
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Abbildung 35: Darstellung der relativen Genexpression der , Ten-eleven-translocation*
Enzyme Tetl1-3 in EE- (blau) und SC-Mé&usen (grau) Uber einen Zeitraum von maximal 129
Tagen. Die Y-Achse zeigt die relative Genexpression, die X-Achse zeigt die verschiedenen
Behausungen bis zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die Ct-Werte wurden Uber die comparative Ct-
Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert Uber die housekeeper Gapdh, Hprt, Ipo8 und Thp der
jeweiligen Maus als Referenz. Alle CT- Werte wurden auf den jeweiligen Wert von 0 Tagen
Enriched Environment/Single caged normalisiert. Es wurden die cDNAs von jeweils 5 Mausen
(Hippocampus oder Cerebellum) in Triplikaten mit dem Roche LightCycler 480 gemessen.

Im Cerebellum steigt die relative Genexpression von Tet3 fir die EE-Mause bis
zu 129 Tagen an (129 Tage EE: 2,02), fur die einzeln gehaltenen Mause sinkt
sie bis zum Zeitpunkt von 21 Tagen auf einen relativen Wert von 0,73 und steigt
erst danach bis zum Zeitpunkt von 129 Tagen, wo die relative Genexpression
von Tet3 mit 1,84 sich dem Wert der im Enriched Environment gehaltenen

Mé&ause annahert, der mehr als doppelt so hoch wie der Ausgangswert liegt.
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Abbildung 36: Darstellung der relativen Genexpression der , Ten-eleven-translocation®
Enzyme Tetl1-3 in F+ - (blau) und F- -Mausen (grau) uber einen Zeitraum von maximal 273
Tagen. Die Y-Achse zeigt die relative Genexpression, die X-Achse zeigt die verschiedenen
Futtermittel bis zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die Ct-Werte wurden Uber die comparative Ct-
Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert Gber die housekeeper Gapdh, Hprt, Ipo8 und Thp der
jeweiligen Maus als Referenz. Alle CT- Werte wurden auf den jeweiligen Wert von 0 Tagen
F+/F- normalisiert. Es wurden die cDNAs von jeweils 3 Mausen (Hippocampus oder Cerebel-
lum) in Triplikaten mit dem Roche LightCycler 480 gemessen.

Im Hippocampus der unterschiedlich ernahrten Mause zeigen die Genexpressi-
onen von Tetl1-3 bei 273 Tagen nur geringe Unterschiede (Abbildung 36), wobei
die Genexpressionen der mit Haltungsfutter ernahrten Mause immer leicht er-

hoht sind, gegenidber den mit Zuchtfutter erndhrten Mausen.
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Im vorherigen Verlauf sinkt die relative Genexpression von Tetl im Hippocam-
pus nach 21 Tagen in den F-Mausen auf 0,57 und in den F*-Mausen auf 0,06
(p21=0,00000058). Fur die F-Mause sinkt die relative Genexpression nach 129
Tagen auf 0,39 und &andert sich zu 273 Tagen auch nicht mehr. Fiir die F*-
Mause steigt die relative Genexpression von Tetl bis zum Zeitpunkt von 129
Tagen wieder auf einen Wert von 0,33, welcher sich ebenfalls bis zum Zeitpunkt
von 273 Tagen nicht &ndert.

Im Cerebellum fallt wie im Hippocampus der erhebliche Unterschied zum Zeit-
punkt von 21 Tagen zwischen den F-Mausen (0,72) und den F*-Mausen (0,02)
auf (p21=0,007). Wahrend die relative Genexpression der F-Mause zum Zeit-
punkt von 129 Tagen sinkt (0,23), steigt sie fir die F'-Mause an (0,03). Zum
Zeitpunkt von 273 Tagen ist die relative Genexpression von Tetl der F-Mause
auf 0,80 und die relative Genexpression von Tetl der F'-Mause auf 0,46 ge-

stiegen.

Auch die relative Genexpression von Tet2 im Hippocampus zeigt zum Zeitpunkt
von 21 Tagen deutlich verringerte Werte (21 Tage F: 0,42; 21 Tage F*: 0,05)
die wiederum flr die mit Haltungsfutter ernahrten Mause hoéher liegen, vergli-
chen mit den mit Zuchtfutter ernahrten Tieren und die nachfolgend in beiden
Gruppen steigen (129 Tage F: 0,71; 129 Tage F': 0,35 und 273 Tage F: 0,76;
273 Tage F': 0,72).

Im Cerebellum féllt ebenfalls die geringe relative Genexpression von Tet2 mit
dem signifikanten Unterschied zum Zeitpunkt von 21 Tagen auf (21 Tage F:
0,45; 21 Tage F': 0,14; p»1=0,010), die sich zum Zeitpunkt von 129 Tagen
nochmals verringert (129 Tage F: 0,26; 129 Tage F': 0,07) und erst bei 273
Tagen wieder hohere relative Werte zeigt (273 Tage F: 0,57; 273 Tage F":
0,52).

Die relative Genexpression von Tet3 im Hippocampus zeigt, wie die Genex-
pressionen von Tetl und Tet2 auch, wiederum bei 21 Tagen deutlich verringer-
te Werte (21 Tage F: 0,32; 21 Tage F": 0,08) die zu den weiteren Zeitpunkten
in beiden Futtergruppen ansteigen (129 Tage F: 0,63; 129 Tage F': 0,23) und
bei 273 Tagen leicht oberhalb des Ausgangwertes von 0 Tagen F/F" liegen
(273 Tage F: 1,18; 273 Tage F*: 1,07).
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Im Cerebellum sinkt die Genexpression von Tet3 zum Zeitpunkt von 21 Tagen
auf relative Werte von 0,63 fur die mit Haltungsfutter erndhrten Mause und 0,53
fur die mit Zuchtfutter erndhrten Mause und sinkt im weiteren Verlauf bis zum
Zeitpunkt von 129 Tagen weiter ab (129 Tage F: 0,44; 129 Tage F': 0,27).
Nach 273 Tagen zeigt sich ein signifikanter Unterschied der gestiegenen relati-
ven Genexpressionen (p273=0,04) zwischen den F-Méausen (273 Tage F: 0,96)
und den F*-Mausen (273 Tage F": 0,51).

3.4.4 Histologische Farbungen von Tetl

Um Tetl auf Proteinebene und zelltypspezifisch nachzuweisen, wurden die
sagittalen FFPE-Schnitte mit einem Antikdrper gegen Tetl gefarbt (Abbildung
37 und 38). Im Hippocampus der Enriched Environment- und Einzelkafig-
gehaltenen Mause sieht man bei 0 Tagen eine starke Farbung des Gyrus Den-
tatus, mit Ausnahme der subgranularen Zone, die deutlich negativ auffallt. Auch
im weiteren zeitlichen Verlauf sind in der subgranuldren Zone keine Tetl-
positiven Zellen zu sehen. Die Anzahl an Tetl-positiven Zellen in der Korner-
zellschicht des Gyrus Dentatus nimmt ab, was vor allem ab 21 Tagen auffallt
(Abbildung 37). Histologisch fallt zwischen den beiden Haltungsbedingungen
kein Unterschied im Gyrus Dentatus auf.

Im Kleinhirn nimmt die Anzahl an Tetl-positiven Zellen in der Kornerzellschicht
der EE-gehaltenen Méause deutlich ab, bereits nach 1 und 7 Tagen EE sieht
man einen deutlichen Unterschied im Vergleich zum Zeitpunkt 0. Nach 21 Ta-
gen im EE sind nur noch Zellen der Purkinjezellschicht Tetl-positiv. Auffallig ist,
dass sowohl nach 21 Tagen, als auch nach 129 Tagen in Einzelkafighaltung
viele Tetl-positive Zellen in der Kornerzellschicht vorhanden sind.
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| Tet1 |

| Hippocampus | | Cerebellum |

| 1meger || 1magsc | omage |
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| 21magesc || 7ragece |
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| 129Tageee | 129Tagesc ||

Abbildung 37: Tet1-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum nach
0-129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. In der subgranularen Zone des Gyrus Dentatus im Hip-
pocampus sind keine Tetl-positiven Zellen vorhanden. In der Kérnerzellschicht des Gyrus Den-
tatus Abnahme an Tet1-postiven Zellen im zeitlichen Verlauf. Im Cerebellum der SC-M&use bei
sind nach 21 und 129 Tagen Tetl-positive Zellen in der Kdrnerzellschicht zu sehen, im Gegen-
satz zu den Cerebelli der EE-M&use, wo ausschlie3lich Purkinjezellen Tetl-positiv geféarbt wur-
den. Messbalken: 200um.
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Bei den unterschiedlichen Fitterungsvarianten ist histologisch kein Unterschied
ersichtlich (Abbildung 38). Im Hippocampus sieht man wie bei den EE/SC-
gehaltenen Mausen eine deutlich Tetl-negative subgranulére Zone und im rest-
lichen Gyrus Dentatus eine Abnahme an Tetl-positiven Zellen im zeitlichen
Verlauf. Im Kleinhirn sieht man fur beide Futterarten nach 21 Tagen ausschliel3-

lich in der Purkinjezellschicht Tetl-positive Zellen.

| Tetl |

| Hippocampus | | Cerebellum |

” 0 Tage

21 Tage F-

21 Tage F+

|

129 Tage F-

” 129 Tage F+ ||

273 Tage F-

273 Tage F+

Abbildung 38: Tet1l-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum nach
0-273 Tagen mit Haltungs- bzw. Zuchtfutter. In der molekularen Zellschicht des Gyrus Denta-
tus im Hippocampus Abnahme an Tetl-positiven Zellen, und keine Tetl-positiven Zellen in der
subgranularen Zone. Im Cerebellum sind ab 21 Tagen ausschlie3lich Purkinje Zellen Tetl-
positiv. Messbalken: 200pum
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3.4.5 Immunfluoreszenzkofarbung von Tetl und NeuN

Die histologischen Farbungen von Tetl legen den Schluss nahe, dass aus-
schlie3lich postmitotische Zellen Tetl exprimieren, da die subgranuldre Zone
des Gyrus Dentatus durchweg Tetl-negativ ist. Um diese These zu Uberprifen,
wurden sagittale Hirnschnitte von 0 Tagen Ausgangswert, sowie den spatesten
Zeitpunkten des EE/SC und des F-/F+ -Versuches mit Tetl und NeuN koge-
farbt. In den Abbildungen 39 und 40 sieht man im Hippocampus eine deutlich
negative subgranulare Zone des Gyrus Dentatus, die weder Signale fur Tetl
noch fir NeuN aufweist. Bei allen Zeitpunkten sind Tetl-positive Zellen auch
NeuN-positiv, wobei nicht alle NeuN-positiven Zellen auch gleichzeitig Tetl ex-
primieren. Interessant ist die Tatsache, dass das Tetl-Signal bei nahezu allen
Zellen im Cytoplasma detektiert wird. Im Kleinhirn ist ein schwaches Signal im
Cytoplasma von Zellen der Koérnerzellschicht zu sehen, die wie im Hippocam-
pus auch NeuN-positiv sind. AulRerdem erscheinen samtliche Purkinjezellen
des Kleinhirns Tetl-positiv. Wegen der fehlenden Immunreaktivitat von Purkin-
jezellen und dem Antikérper gegen NeuN wird hier aber kein positives Signal fur

postmitotische Neuronen detektiert.
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Abbildung 39: Immunfluoreszenzkofarbung des Gyrus Dentatus und Cerebellums mit Tetl
und NeuN von Mé&usen vor Beginn des EE-Versuchs, sowie Mausen mit 129 Tagen in
Enriched Environment bzw. Einzelkafighaltung. Tetl ist in der Kdrnerzellschicht des Hippo-
campus ausschlieR3lich im Cytoplasma von NeuN positiven Zellen exprimiert und nicht in der
subgranularen Zone des Gyrus Dentatus, wo auch keine NeuN-positiven Zellen vorhanden
sind. In der Kdérnerzellschicht des Cerebellums nimmt die Anzahl der Tetl positiven Zellen al-
tersabhangig ab. In der Purkinjezellschicht des Cerebellums wird Tetl stabil Uber den gesam-
ten Zeitraum exprimiert, sowohl in Mausen der Enriched Environment-Haltung als auch in M&u-
sen der SC-Haltung. Messbalken: 100um
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Abbildung 40: Immunfluoreszenzkofarbung des Gyrus Dentatus und Cerebellums mit Tetl
und NeuN von Mausen vor Beginn des Futterversuchs und Mausen mit 273 Tagen Zucht-
futter bzw. Haltungsfutter. Tetl ist in der Kérnerzellschicht des Hippocampus ausschlie3lich
im Cytoplasma von NeuN positiven Zellen exprimiert und nicht in der subgranularen Zone des
Gyrus Dentatus, wo auch keine NeuN-positiven Zellen vorhanden sind. In der Kérnerzellschicht
des Cerebellums nimmt die Anzahl der Tetl positiven Zellen altersabhangig ab. In der Purkinje
Zellschicht des Cerebellums wird Tetl stabil Uber den gesamten Zeitraum exprimiert, sowohl in
Mausen mit Zuchtfutter als auch in Mausen die mit Haltungsfutter ernéhrt wurden. Messbalken:
100pm
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3.5 Basenreparatur: Umwandlung in Cytosin

3.5.1 Genexpression von Mbd4, Smugl und Tdg

Die Genexpression von Mbd4 (Abbildung 41) im Hippocampus zeigt eine Redu-
zierung der relativen Genexpression zu Tag 1 auf 0,66 bei den im Enriched En-
vironment gehaltenen Mausen und auf 0,56 bei den in Einzelkafig gehaltenen
Mausen. Zwischen 1 Tag und 7 Tagen ist eine Hochregulierung der Genex-
pression in beiden Haltungsbedingungen zu sehen, wobei die EE-Mause eine
starkere Zunahme aufweisen (7 Tage EE: 1,0; 7 Tage SC: 0,68). Zum Zeitpunkt
von 21 Tagen fallt die Genexpression in beiden Féllen ab (21 Tage EE: 0,44, 21
Tage SC: 0,24) und nimmt im parallelen Verlauf bis zu 129 Tagen wieder zu
(129 Tage EE: 0,68; 129 Tage SC: 0,48).

Im Cerebellum nimmt die Genexpression der Enriched Environment- gehalte-
nen Mause bis zum Zeitpunkt von 129 Tagen zu (129 Tage EE: 1,91; 129 Tage
SC: 1,04), jedoch féllt auch hier zum Zeitpunkt von 21 Tagen der verlaufsunty-
pische niedrige relative Wert (21 Tage EE: 0,74) auf. Im Cerebellum der SC-
Mause ist die relative Genexpression von Mbd4 zum Zeitpunkt von 7 Tagen (7
Tage SC: 0,73) niedriger als bei 1 Tag (1 Tag SC: 1,04), steigt bis zum Zeit-
punkt von 129 Tagen (129 Tage SC: 1,04) jedoch wieder auf denselben Wert

wie zu Tag 1.

Die Genexpression von Smugl zeigt im Hippocampus der EE-M&use nach ei-
ner geringen Reduzierung zu Tag 1 (1 Tag EE: 0,97) im weiteren Verlauf einen
Anstieg bis zu 129 Tagen (129 Tage EE: 1,22). In den Einzelkéafig-gehaltenen
Mausen sinkt die Genexpression bis zum Zeitpunkt von 21 Tagen (21 Tage SC:
0,82) und steigt erst anschlieBend auf ein ahnliches Level wie bei den EE-
Mausen zu 129 Tagen (129 Tage SC: 1,40).

Trotz wiederholter cDNA-Synthese und mehrmals wiederholten Messungen, um
technische Fehler und Verwechslungen auszuschliel3en, zeigt die Genexpres-
sion von Smugl im Cerebellum einen hdchst unsteten Zick-Zack-Verlauf. Be-
achtet man lediglich den Ausgangswert von 1,00 im Vergleich zum 129 Tage
Wert fur EE- und SC- Mause, zeigt dies einen Anstieg auf 1,40 fir die im Enri-
ched Environment gehaltenen Mause und einen Anstieg auf einen relativen

Wert von 1,69 fur Einzelkéfig gehaltenen Mause.
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Die Genexpression von Tdg verlauft im Hippocampus von EE- und SC- Mausen
deutlich unterschiedlich. Fiur SC-Mause sinkt sie kontinuierlich bis zum Zeit-
punkt von 129 Tagen auf 0,51, fur die EE-M&ause steigt sie bis zu Tag 7 im Enri-
ched Environment auf 1,26 und sinkt erst nachfolgend, wobei sie im Vergleich
zu den SC-Mausen immer erhoht bleibt und nach 21 Tagen (21 Tage EE: 0,99;
21 Tage SC: 0,59; p2;=0,021) und 129 Tagen 129 Tage EE: 0,86; 129 Tage
SC: 0,51; p129=0,041) einen signifikanten Unterschied zeigt.

Im Cerebellum zeigt sich zwischen den beiden verschiedenen Kéafighaltungen
fast kein Unterschied. In beiden Fallen steigt die Genexpression von Tdg bis
zum Zeitpunkt von 21 Tagen EE bzw. SC an (21 Tage EE: 1,63; 21 Tage SC:
1,45) und sinkt bis zum Zeitpunkt von 129 Tagen wieder ab (129 Tage EE:
1,16; 21 Tage SC: 1,22).
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Abbildung 41: Darstellung der relativen Genexpression von Mbd4, Smugl und Tdg in EE-
(blau) und SC-Mausen (grau) Uber einen Zeitraum von maximal 129 Tagen. Die Y-Achse
zeigt die relative Genexpression, die X-Achse zeigt die verschiedenen Zeitpunkte. Die Ct-Werte
wurden Uber die comparative Ct-Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert Uber die housekee-
per Gapdh, Hprt, Ipo8 und Tbp der jeweiligen Maus als Referenz. Alle Ct- Werte wurden auf
den jeweiligen Wert von 0 Tagen single caged/enriched normalisiert. Es wurden die cDNAs von
jeweils 5 Mausen (Hippocampus oder Cerebellum) in Triplikaten mit dem Roche LightCycler

480 gemessen.
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Fur die unterschiedlich erndhrten Mause (Abbildung 42) zeigt die Genexpressi-
on von Mbd4 in beiden Fitterungsvarianten im Hippocampus eine Abnahme
zwischen 21 Tagen (21 Tage F': 0,99; 21 Tage F: 0,86) und 129 Tagen (129
Tage F': 0,44; 129 Tage F: 0,22) und anschlieBend ein Hochregulierung zum
Zeitpunkt von 273 Tagen (273 Tage F*: 1,38; 273 Tage F: 1,31).

Im Cerebellum steigt die Genexpression von Mbd4 zwischen 21 Tagen (21 Ta-
ge F': 1,84; 21 Tage F: 1,43) und 129 Tagen (129 Tage F*: 5,42; 129 Tage F
2,47) vor allem bei den mit Zuchtfutter ernahrten Mausen stark an, und fallt bis
zum Zeitpunkt 273 Tagen (273 Tage F': 0,85; 273 Tage F: 1,83) wieder deut-
lich ab.

Die Genexpression von Smugl zeigt in F'-Mausen nach einer Zunahme der
relativen Genexpression zum Zeitpunkt von 21 Tagen (21 Tage F": 2,44; 21
Tage F: 1,61) bis zum Zeitpunkt von 273 Tagen (273 Tage F': 0,90) eine konti-
nuierliche Abnahme, im Gegensatz zu F-Mausen, wo die Genexpression von
Smugl zwischen 21 Tagen und 129 Tagen sinkt (129 Tage F: 0,57), jedoch
zum Zeitpunkt von 273 Tagen wieder ansteigt (273 Tage F: 1,26).

Im Cerebellum zeigen beide Futtergruppen einen Anstieg der Genexpression
von Smugl zum Zeitpunkt von 129 Tagen mit einem signifikantem Unterschied
(129 Tage F": 2,85; 129 Tage F: 5,41; p129=0,010) und eine nachfolgende Ab-
nahme der relativen Genexpression zum Zeitpunkt von 273 Tagen (273 Tage
F': 1,47, 273 Tage F: 1,24), wo die relative Genexpression von Smug1l in bei-

den Futtergruppen ungefahr gleich stark ist.

Im Hippocampus der F-Mause zeigt sich eine Abnahme der Genexpression
von Tdg bis zum Zeitpunkt von 129 Tagen (129 Tage F*: 0,48) und eine geringe
Zunahme zum Zeitpunkt bis von 273 Tagen (273 Tage F': 0,64), in den F-
Mausen zeigt die Genexpression von Tdg ebenfalls einen niedrigeren relativen
Wert zum Zeitpunkt von 129 Tagen (129 Tage F": 0,21), jedoch steigt die Gen-
expression von Tdg bis zum Zeitpunkt von 273 Tagen stark an (273 Tage F":
0,85) und hat einen héheren relativen Wert als die Zuchtfutter erndhrten Mause
nach dem gleichen Zeitraum, obwohl diese zu den vorherigen Zeitpunkten eine
hohere relative Genexpression von Tdg aufwiesen.

Im Cerebellum steigt die Genexpression von Tdg bis zum Zeitpunkt von 129
Tagen (129 Tage F*: 2,09; 129 Tage F: 5,2; p120=0,002), furr die Zuchtfutter er-
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nahrten Mause geringer als fir die Haltungsfutter erndhrten Mause mit einem
signifikanten Unterschied, sinken jedoch bis zum Zeitpunkt von 273 Tagen (273

Tage F": 1,49; 273 Tage F: 1,40) auf einen &hnlichen relativen Genexpressi-

onswert.
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Abbildung 42: Darstellung der relativen Genexpression von Mbd4, Smugl und Tdg in F+
(blau) und F- Mausen (grau) Uber einen Zeitraum von maximal 273 Tagen. Die Y-Achse
zeigt die relative Genexpression, die X-Achse zeigt die verschiedenen Zeitpunkte. Die Ct-Werte
wurden Uber die comparative Ct-Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert Giber die housekee-
per Gapdh, Hprt, Ipo8 und Tbp der jeweiligen Maus als Referenz. Alle Ct- Werte wurden auf
den jeweiligen Wert von 0 Tagen F+/F- normalisiert. Es wurden die cDNAs von jeweils 3 Mau-
sen (Hippocampus oder Cerebellum) in Triplikaten mit dem Roche LightCycler 480 gemessen.
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3.5.2 Histologische Farbungen von Tdg

Um die Verteilung von Tdg-positiven Zellen innerhalb des Gyrus Dentatus des
Hippocampus und des Cerebellums zu untersuchen, wurden sagittale FFPE-
Schnitte von Mausen zunehmenden Alters verschiedener Haltungs- und Futte-
rungsbedingungen mit einem Antikérper gegen Tdg DAB-gefarbt (Abbildung 43
und 44).

Sind im Gyrus Dentatus des Hippocampus bei dem Ausgangswert von O Tagen
EE/SC sowie nach 1 Tag und nach 7 Tagen in beiden Haltungsbedingungen
noch nahezu alle Zellen Tdg-positiv, so nimmt die Anzahl an Tdg-positiven Zel-
len nach 21 Tagen in beiden verschiedenen Haltungsbedingungen deutlich ab
(Abbildung 43). Auffallig ist die intensivere Farbung bei 0,1 und 7 Tagen der
subgranuléaren Zone.

Im Cerebellum sind bei 0, 1 und 7 Tagen neben den Purkinjezellen zusatzlich
einige Zellen der Kornerzellschicht Tdg-positiv, was sich ab 21 Tagen in beiden
verschiedenen Haltungsbedingungen nicht mehr zeigt. Ab 21 Tagen unter
verschiedenen Haltungsbedingungen, sind ausschliel3lich die Purkinjezellen

des Cerebellums Tdg-positiv.
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Abbildung 43: Tdg-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum nach
0-129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. In der molekularen Zellschicht des Gyrus Dentatus im
Hippocampus, ebenso wie in der Kdrnerzellschicht des Cerebellums nimmt die Anzahl der Tdg-
positiven Zellen mit fortschreitendem Alter ab. Im Hippocampus von EE- M&usen ab einem
Zeitpunkt von 21 Tagen EE/SC-Haltung mehr Tdg-positive Zellen als in SC-Mausen sichtbar.
Messbalken: 200um
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Zwischen den verschiedenen Futterarten ist kein Unterschied zu erkennen
(Abbildung 44), aber wie bei den EE/SC-Mausen auch, nimmt die Anzahl der
Tdg-positiven Zellen im Gyrus Dentatus als auch im Cerebellum ab. Im Gyrus
Dentatus des Hippocampus sind deutlich mehr Tdg-positive Zellen in der
subgranularen Zone vorhanden, in der Kornerzellschicht nimmt die Anzahl der

Tdg-positiven Zellen mit zunehmendem Alter von 0-273 Tage ab.

Im Cerebellum der unterschiedlich erndhrten Mause sind in allen Alterstufen
deutlich die Tdg-positiven Purkinjezellen zu erkennen, in der Kornerzellschicht
sind bereits nach 21 Tagen unterschiedlicher Ernahrung keine Tdg-positiven

Zellen mehr erkennbar.
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Abbildung 44: Tdg-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und Cerebellum nach
0-273 Tagen mit Haltungs- bzw. Zuchtfutter. In der molekularen Zellschicht und subgranula-
ren Zone des Gyrus Dentatus im Hippocampus sind mehr Tdg-positive Zellen in Schnitten der
F-Mause, was sich bei 273 Tagen Haltung unter F/F" aber aufhebt. In der Purkinjezellschicht
des Cerebellums sind keine Veréanderungen der Tdg- positiven Zellen mit fortschreitendem Alter
oder in den verschiedenen Futterarten erkennbar. Messbalken: 200um



3 Ergebnisse 90

3.5.3 Immunfluoreszenzkofarbung von Tdg und NeuN

Die histologischen Farbungen von Tdg haben gezeigt, dass Tdg-positive Zellen
verstéarkt in der subgranuléren Zone des Gyrus Dentatus im Hippocampus vor-
handen sind und in der Purkinjezellschicht des Cerebellums. Da die subgra-
nulare Zone des Gyrus Dentatus, das ,Zellreservoir‘ des Hirns darstellt, wo
neuronale Vorlauferzellen gebildet werden, soll mit der Kofarbung von Tdg und
NeuN uberpruft werden, inwieweit auch postmitotische Neuronen Tdg exprimie-
ren. In den Abbildungen 45 und 46 sind Kofarbungen der Hippocampi und Ce-
rebelli von Mausen vor den Versuchsstarts (0 Tage) und jeweils der letzte Wert
der Versuchsreihen (EE/SC: 129 Tage, F/F": 273 Tage) gezeigt. Im Hippo-
campus beider Versuche zeigt sich, unabhangig von Haltungsbedingungen o-
der Futterarten, dass Tdg vor allem in NeuN-negativen Zellen vorhanden ist,
wie in der subgranularen Zone des Gyrus Dentatus und nur sehr vereinzelt in
NeuN-positiven Zellen exprimiert wird. Ein &hnliches Bild zeigt sich im Kleinhirn,
wo die Purkinjezellschicht deutlich Tdg-positiv erscheint, die wegen fehlender
Immunreaktivitat des Antikorpers NeuN-negativ ist, aber auch in der Kérnerzell-
schicht zeigen einige Zellen Tdg-Expression. Tdg-Expression findet somit vor
allem in unreifen Neuronen statt, aber nicht ausschlie3lich, da auch postmitoti-
sche Zellen im Hippocampus wie auch Cerebellum Tdg-Expression zeigen.
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Abbildung 45: Immunfluoreszenzfarbung des Gyrus Dentatus im Hippocampus mit Tdg
und NeuN nach 0 und 129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. Tdg ist nach 0 Tagen vor allem in
der subgranuldren Zone des Gyrus Dentatus aber auch in der molekularen Zellschicht des
Gyrus Dentatus des Hippocampus exprimiert. Nach 129 Tagen vor allem noch in der subgra-
nuldren Zone des Gyrus Dentatus und nur vereinzelt in der molekularen Zellschicht. Im Alte-
rungsprozess nimmt die Anzahl der Tdg-positiven Zellen sowohl in der Enriched Environment-
als auch in der Einzelkéfig-Haltung ab. Eine Kofarbung von Tdg und NeuN liegt nur vereinzelt
vor. Messbalken: Hippocampus: 100um, Cerebellum: 200um
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Abbildung 46: Immunfluoreszenzfarbung des Gyrus Dentatus im Hippocampus mit Tdg
und NeuN nach 0 und 129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. Tdg ist nach 0 Tagen vor allem in
der subgranularen Zone des Gyrus Dentatus aber auch in der molekularen Zellschicht des
Gyrus Dentatus des Hippocampus exprimiert. Nach 129 Tagen ist Tdg vor allem noch in der
subgranularen Zone des Gyrus Dentatus und nur vereinzelt in der molekularen Zellschicht zu
erkennen. Im Alterungsprozess nimmt die Anzahl der Tdg-positiven Zellen sowohl in den mit
Haltungsfutter-ernahrten Mausen als auch in den Zuchtfutter-erndhrten Mausen ab. Eine Kofar-
bung von Tdg und NeuN liegt nur vereinzelt vor. Messbalken: Hippocampus: 100um, Cerebel-
lum: 200um
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4  Diskussion

Die Epigenetik beschreibt vererbbare Modifikationen von Chromosomen, die
nicht auf Veranderungen der DNA-Sequenz beruhen. In den letzten Jahren
wurden hierzu viele Studien durchgefiihrt, die neue Ansatze fir das Verstandnis
der Regulation von Entwicklungsprozessen und Krankheiten liefern. Epigeneti-
sche Modifikationen sind im Mensch, sowie Tieren und Pflanzen gefunden wor-
den und spielen eine wichtige Rolle bei Entwicklungsprozessen. Auf3erdem
vermittelt die Epigenetik zwischen aul3eren Reizen wie Umweltfaktoren, Ernah-
rung und Lifestyle und der Genregulation in Zellen, Geweben und Organen.
Barres et al. fanden heraus, dass Muskelibungen die Promotormethylierung in
Muskeln verringert (Barrés et al., 2012) und Klengel et al. zeigten, dass trauma-
tische Erlebnisse, die zu psychische Erkrankungen fihren, mit veranderten epi-
genetischen Modifikationen einhergehen (Klengel et al., 2014). Der Hippocam-
pus war die erste Hirnregion, in welcher der Einfluss exogener Stimuli auf His-
tonmodifikationen und Genexpression nach akutem und chronischen Stress
gezeigt werden konnte (Gray et al., 2014; Hunter et al., 2009) und es wurde von
Li et al. herausgefunden, dass 5hmC hippocampal fur das Gen des Glucocorti-
coid Rezeptors Nr3cl nach akutem Stress erhoht ist (Li et al., 2016). Des Wei-
teren wurden von Lubin et al. Versuche zur DNA-Methylierung im Bdnf-Gen
unter Angst-Konditionierung durchgefiihrt, die eine veranderte DNA-
Methylierung als Antwort auf verhaltensabhé&ngiges Lernen zeigten (Lubin et al.,
2008). Da veranderte Genexpression im Kontext zu erfahrungsabhangigen Ler-
nen auch in psychiatrischen Krankheiten wie Schizophrenie, Depressionen und
der bipolaren affektiven Stérung von Bedeutung ist, muss die komplexe epige-
netische Regulation der Gentranskription im Hinblick auf Gedachtnisformierung
im adulten zentralen Nervensystem erst im Allgemeinen verstanden werden. Ob
und inwiefern sich der (De-) Methylierungsprozess in Hippocampus und Cere-
bellum unter Enriched Environment, einem Modell fur erhdhte Lern- und Ge-
dachtnisformierung, a&ndert, ist jedoch nicht bekannt und soll mit dieser Arbeit

besser verstanden werden.
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Enriched Environment bewirkte in bisherigen Studien veranderte Plastizitat, wie
erhéhte Neurogenese und Zelliiberleben, Anderungen der glialen Morphologie
und eine Hochregulation von Wachstumsfaktoren wie Bdnf und von IEGs wie
Arc, c-Fos und Egrl (Ickes et al., 2000); (Rossi et al., 2006). Obwohl viele Ar-
beitsgruppen mit Enriched Environment Versuchsaufbauten arbeiten, gibt es
kein einheitliches Protokoll. Die gleichbleibenden Aspekte eines Enriched En-
vironment Versuchs sind der grof3ere Kéafig, die Bereitstellung von Maoglichkei-
ten fur die freiwillige, koérperliche Aktivitat, wie Laufrader oder Klettermdglichkei-
ten und die Ermoglichung sozialer Kontakte und Interaktionen ebenso wie der
Aspekt des ,Neuen® in Form von neuen Umgebungsreizen. Um eine mit Men-
schen vergleichbare Situation zu schaffen, wurden die Tiere permanent in EE
oder SC gehalten und der EE-Kafig alle 2-3 Tage komplett neu eingerichtet,
wozu neue Spielzeuge mit variierenden Grof3en, Strukturen und Materialen ge-
horten, um sensorische Reize zu erzeugen, wie verschiedenartige Laufrader fur
die korperliche Aktivitat, diverse Nestbaumaterialien und Nagerhauser, welche
in anderen Mauskafigen eingesetzt worden waren und somit auch den Ge-
ruchssinn anregen sollten, ebenso wie die Veranderung der Position des Fut-
ters und der Tranke im Ké&fig, um eine Neuorientierung der Mause zu gewahr-
leisten. Um den Effekt des Enriched Environment zu verfolgen und zu bestéati-
gen, wurden die relativen Genexpressionen oben genannter Gene Uber quanti-
tative Real-time PCR bestimmt. Da alle Tiere permanent und Uber einen langen
Zeitraum von 129 Tagen, im Vergleich zu den meisten anderen EE-Versuchen,
im Enriched Environment oder im Einzelkéafig gehalten wurden, konnten auch
mdogliche ,Gewdhnungseffekte“ nicht von vornherein ausgeschlossen werden.
IEG Expression ist ein Marker fur neuronale Aktivitat. IEGs, wie Arc und Egrl,
korrelieren mit neuronaler Aktivitat, die von Verhaltens- und sensorischen Rei-
zen hervorgerufen wird. Fur alle vier untersuchten Gene lasst sich im Hippo-
campus, sowie im Cerebellum eine Hochregulation im zeitlichen Verlauf der
Enriched Environment Haltung feststellen, im Gegensatz zu den im Einzelkafig
gehaltenen Mausen, wo die relative Genexpression im Hippocampus nahezu
konstant bleibt oder sogar abnimmt. Interessanterweise nimmt die relative Gen-
expression der IEGs von SC-Méausen im Cerebellum meist parallel zu der relati-
ven Genexpression der IEGs in EE-M&usen zu, wenn auch immer mit niedrige-

ren relativen Werten, was auf eine entweder altersabhangige Zunahme der



4 Diskussion 95

IEGs im Kleinhirn schlieRen lasst oder auf eine ungewollte Stimulation. Studien
fanden heraus, dass zum Beispiel Egrl eine wichtige Rolle bei der synapti-
schen Plastizitat und der Bildung des Langzeitgedachtnisses hat und essentiell
ist fUr die Informationstibertragung vom Kurzzeitgedachtnis in das Langzeitge-
dachtnis (Jones et al., 2001; Renaudineau et al., 2009). Arc wird in Reaktion auf
Stress und Neuheitsfaktoren schnell exprimiert (Guzowski et al., 2006), so dass
eine gesteigerte Genexpression der IEGs als Antwort auf den Stress vor der
zervikalen Translokation durchaus mdglich ist oder auch eine Folge der regel-
mafigen Kafigumsetzungen sein konnte. Forciertes motorisches Lernen ergab
in einer Studie von Wang et al., eine erhdhte Proteinexpression von Arc und
Egrl im Cerebellum (Wang et al., 2014). Eine erh6hte motorische Aktivitat der
EE-Mause ruft hier eine erhohte Genexpression der IEGs hervor, die nicht, wie
im Hippocampus, signifikant ist, da hier die Bewegung der Mause nicht erzwun-
gen wurde, sondern freiwillig erfolgen konnte. Im Hippocampus verstarkt sich
die relative Genexpression der IEGs drastisch im zeitlichen Verlauf und zeigt
bei 129 Tagen einen signifikanten Unterschied der beiden Haltungsbedingun-
gen (Abbildung 14), womit sich die verstarkte neuronale Aktivitat im EE-Versuch
bestétigt. Die erhéhten Standardfehler, die bei Egrl zu einem nicht signifikanten
Ergebnis fuhren, sind mit groRer Wahrscheinlichkeit zuriick zu fiihren auf das
unterschiedlich starke Ansprechen der Mause auf eine Umgebung, die alle 2-3
Tage neu eingerichtet wurde und wo sie sich freiwillig mehr oder weniger Rei-
zen durch Bewegung und Erkunden der neuen Umgebung aussetzen konnten.
Es fiel auf, dass nicht alle Tiere gleich stark auf die Umgebung ansprachen. Um
diesen Unterschied auszugleichen, ware es denkbar, entweder die Tiere vor
dem Beginn des Versuchs ihrem Verhalten nach in Untergruppen aufzuteilen.
Dies héatte allerdings den Nachteil, dass die Tiere bei Versuchsstart alter sind
als in diesem Versuchsaufbau und dass das Enriched Environment fir die Tiere
bei Versuchsbeginn nicht neu ist. Eine weitere Mdglichkeit, das unterschiedlich

starke Ansprechen der Tiere auszugleichen, wéren gréf3ere Versuchsgruppen.

Die DNA-Methylierung ist ein Hauptfaktor in der epigenetischen Regulierung
neuronaler Genexpression, die standigen Anderungen durch Lern- und Ge-
dachtnisabhangiger synaptischer Plastizitat unterliegt (Day and Sweatt, 2010;
Day and Sweatt, 2011). Die DNA-Methylierung ist einer der wenigen biochemi-



4 Diskussion 96

schen Mechanismen, die sich im molekularen Umsatz selbst aufrechterhalten.
Die ,Erhaltungs-DNA-Methyltransferase“ Dnmtl, welche hemimethylierte DNA-
Doppelstréange erkennt und entsprechend das Dinukleotid des komplementaren
Stranges methyliert, zeigt im Enriched Versuch fur den Hippocampus leicht er-
hohte Werte und fur das Cerebellum bei 7 und 129 Tagen signifikant erhohte
Werte, was auf eine globale Transkriptionsanderung in Cerebellum und Hippo-
campus in den EE- Mause hinweist (Abbildung 23). Dnmt3a und Dnmt3b sind
sogenannte ,de novo“ Methyltransferasen, die fur die Methylierung von Einzel-
strang-DNA zustandig sind.

Dnmt3a scheint hier fur die adulte Neurogenese und die neuronale Differenzie-
rung besonders wichtig (Wu et al., 2010). Ebenso wie in embryonaler Neuro-
genese, woflr auch die Abnahme der Dnmt3a-positiven Zellen mit zunehmen-
den Alter sowohl in Hippocampus als auch Cerebellum spricht. Auf3erdem
spricht das vermehrte Vorkommen Dnmt3a-positiver Zellen in der subgranula-
ren Zone des Gyrus Dentatus im Hippocampus und die nicht korrelierende
Kofarbung von Dnmt3a mit NeuN dafur.

Die subgranulare Zone des Gyrus Dentatus im Hippocampus stellt zusammen
mit der subventrikularen Zone und dem olfaktorischen Bulbus eine der wichtigs-
ten Zonen fir adulte Neurogenese dar. Hier werden neuronale Stammzellen zu
Vorlauferzellen proliferiert, differenziert und migrieren anschlielend in den
Cortex, wo sie reifen. In den histologischen Schnitten sind im Hippocampus bei
7 Tagen und bei 21 Tagen mehr Dnmt3a-positive Zellen in der subgranularen
Zone der Enriched-Mause zu sehen als in den SC-Mausen (Abbildung 25), bei
129 Tagen lasst sich aufgrund der geringen Anzahl an Dnmt3a-positiven Zellen
keine Aussage treffen.

Im Cerebellum lasst sich histologisch kein Unterschied zwischen EE- und SC-
Mausen feststellen, es fallt aber auf, dass die Dnmt3a-positiven Zellen in der
Kdrnerzellschicht deutlich abnehmen, vor allem zwischen 21 und 129 Tagen,
jedoch die Purkinjezellschicht in &lteren Mausen bei 129 Tagen Dnmt3a-
positive Zellen zeigt (Abbildung 25).

Auch wenn die relativen Genexpressionslevel von Dnmt3a weder im Cerebel-
lum noch im Hippocampus einen Unterschied zwischen den Enriched- und Sin-
gle caged- Mausen zeigen, regt Enriched Environment die Neurogenese im

Hippocampus an. Es ist ndmlich zu beachten, dass die relativen Genexpressi-
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onslevel lediglich global Auskunft Gber die gesamte Hippocampusregion geben
und nicht, wie in den histologischen Untersuchungen, regionale Feinheiten wie-
dergeben konnen. Da die subgranulére Zone einen sehr geringen Teil des Hip-
pocampus ausmacht, ist anzunehmen, dass sich die Zunahme an Dnmt3a-
positiven Zellen in den EE-Mausen nicht auf die Genexpressionsuntersuchung
des gesamten Hippocampusgewebes auswirkt.

Die relative Genexpression von Dnmt3b (Abbildung 23) zeigt im Hippocampus
interessanterweise einen starken Anstieg bis zu 7 Tagen EE/SC-Haltung (was
einem Alter von 4 Wochen entspricht), wobei hier die relative Genexpression in
EE-Mausen signifikant erhoht ist und nachfolgend geringere Werte. Ebenso wie
im Cerebellum (Abbildung 23) wo ebenfalls bei 7 Tagen eine signifikante Erho-
hung der relativen Genexpression zu verzeichnen ist, mit nachfolgender Ab-
nahme der Werte, die sich mit zunehmendem Alter aneinander anpassen.
Dnmt3b ist vor allem in der embryonalen und frihen Neurogenese wichtig und
es wurde gezeigt, dass die mRNA Level mit zunehmendem Alter sinken (Feng
et al., 2005).

Interessant ist die quantitative Bestimmung von 5mC (Abbildung 16), welches
durch die Dnmts entsteht. Nimmt im Cerebellum 5mC bis zum Zeitpunkt von 21
Tagen zu und bleibt anschliel3end fir die SC- Mause konstant, nimmt 5mcC in
Mausen, welche 129 Tage in EE gehalten wurden, ab. Im Hippocampus zeigt
sich ein komplett gegensatzliches Bild fur EE- und SC- Mause: In den SC-
Ma&usen steigt 5mC bis zum Zeitpunkt von 21 Tagen und verringert sich bis zum
Zeitpunkt von 129 Tagen, in den EE- Mausen sinkt 5mC bis zum Zeitpunkt von
21 Tagen und steigt nachfolgend an. Die Diskrepanz zwischen den sinkenden
relativen Genexpressionen von Dnmtl1/3a/3b und dem steigendem global ge-
messen 5mC im Hippocampus der SC- Mause und dem Cerebellum von EE-
und SC-Mausen ist auf den ersten Blick widersprichlich. Jedoch gibt es mehre-
re mogliche Faktoren, die dafur Erklarungen liefern. Wahrend Dnmts DNA me-
thylieren, gibt es andere epigenetische Prozesse, wie zum Beispiel Histonacety-
lasen, welche Methylierungen stabilisieren und erhalten (Fuks, 2005). Des Wei-
teren wurde herausgefunden, dass nicht-CG betreffende DNA-Methylierungen
in der frihen postnatalen Hirnentwicklung akkumulieren und Neuronen, im Ver-
gleich zu Gliazellen, mit nicht-CG betreffenden Methylierungen angereichert

sind, die wiederum besonders schnell in der frihen Phase der Synaptogenese
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(postnatale Tage 14-28 in Mausen) akkumulieren kdénnen (Lister et al., 2013).
Es ist somit durchaus mdoglich, dass die zunehmende globale DNA-
Methylierung trotz abnehmender Dnmt-Genexpressionslevel durch solche Ak-
kumulationen zustande kommt. Vergleicht man aul3erdem die Zellauszahlungen
der histologischen Schnitte (Abbildung 17) mit der globalen quantitativen Methy-
lierung bezogen auf die Gesamt-DNA der jeweiligen Hirnregion (Abbildung 16),
nimmt sowohl die globale Methylierung zu, als auch die Zahl der 5mC-positiven
Zellen, wodurch der Methylierungsgrad fir die einzelne Zelle unter Umstanden
gar nicht steigt. Andersherum heil3t das aber auch fir die sinkende globale Me-
thylierung im Hippocampus von EE-Mausen eine deutlichere Abnahme an 5mC

pro Einzelzelle.

Die ten eleven translocation Familie (Lonetti et al.) der Methylcytosin-
Dioxygenasen, welche TET1, TET2 und TET3 umfasst, sind vor allem in die
DNA-Demethylierung eingebunden. Tet Proteine besitzen 2-Oxoglutarat und
Fe(ll)-abhangige Oxygenaseaktivitat und wandeln 5mC in 5hmC, 5fC und 5caC
um (Guo et al., 2011b; He et al., 2011a; Ito et al., 2010; Tahiliani et al., 2009;
Zhang et al., 2013). 5hmC agiert zum einen als Intermediat in der passiven
Demethylierung durch Stérung der Interaktionen mit DNMT1 (Smith and
Meissner, 2013) und zum anderen in der aktiven Demethylierung mit dem Ba-
senreparaturmechanismus (Guo et al., 2011b). Die Anwesenheit aller 3 TET
Enzyme, wie ein hoher 5hmC-Gehalt im Gehirn, lassen auf eine wichtige Rolle
im Epigenom des Gehirns schlieRen (Kriaucionis and Heintz, 2009; Szulwach et
al., 2011). Die regulatorische Rolle der DNA-Demethylierung bei der kognitiven
Funktion wurde von Rudenko und Tsai aufgezeigt (Rudenko and Tsai, 2014).
Sie zeigten auch, dass fehlendes Tetl in Tetl/KO-Mausen zu einer Runterregu-
lierung einer Reihe von neuronal-aktivitats-regulierten Genen in Cortex und
Hippocampus fuhrt, mit negativen Auswirkungen auf die synaptische Plastizitat
und Beeintrachtigungen in der Gedachtnisléschung. Tetl/KO-Mause wiesen
eine abnormal verlangerte Langzeitdepression auf, die wichtig ist um das Ge-
dachtnis selektiv fir neue Informationen frei zu geben. In einem genomweiten
Transkriptionsprofiling konnten sie auf3erdem zeigen, dass c-Fos, Arc und Egr2

im Hippocampus von Tetl/KO-Mausen runterreguliert waren im Gegensatz zu
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den Kontrolltieren. Im EE-Versuch dieser Arbeit kann man ebenfalls einen Ef-
fekt von umgebungsabhangigem Lernen auf Tetl beobachten. So sieht man im
Hippocampus der EE-M&use zwar wie in den SC-Mausen auch, eine Abnahme
von Tetl mit zunehmendem Alter (Abbildung 35), jedoch ist die relative Genex-
pression von Tetl in EE-Mausen gegentber der relativen Genexpression von
Tetl in SC-Mausen erhdht.

Interessanterweise sieht man in den histologischen Farbungen Tetl vor allem
im Cytoplasma der Zellen und im Gyrus Dentatus des Hippocampus eine Tetl-
negative subgranulare Zone (Abbildung 38), sowie in der Kofarbung mit NeuN
(Abbildung 39), eine deutliche Korrelation zwischen Tetl und NeuN, was die
Hypothese bestatigt, dass Tetl vor allem fir die embryonale und frilhe postna-
tale Entwicklung zustandig ist (Dawlaty et al., 2011), spater abnimmt und nicht
in die adulte Neurogenese eingebunden ist.

Die relative Genexpression von Tetl im Cerebellum nimmt ebenfalls fur EE- wie
SC-Mause ab (Abbildung 35), es zeigen sich aber leicht erhdhte Genexpressi-
onswerte fir SC-M&ause bis zum Tag 21. Nach 129 Tagen in den unterschiedli-
chen Haltungsbedingungen sind die Genexpressionslevel gleich. In den histolo-
gischen Schnitten sieht man fur Tetl deutlich mehr positive Zellen in der Kor-
nerzellschicht des Cerebellums der Einzelkéfig-gehaltenen Mause im Vergleich
zu den Enriched-gehaltenen Mausen (Abbildung38), wo hauptséchlich die Pur-
kinjezellen Tetl1-positiv sind.

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass Tetl eine funktionelle Rolle
im Kleinhirn entweder in Bezug auf erfahrungsabhangiges Lernen hat und /oder
in Bezug auf motorische Aktivitat. Die Ergebnisse von Rudenko et al., 2014, die
eine funktionelle Rolle von Tetl in der Langzeitdepression in Hippocampus und
Cortex zeigen konnten, lassen einen eventuellen Einfluss von Tetl auch im Ce-
rebellum vermuten. Bisher sind dazu aber keine Ergebnisse beziiglich des Ce-
rebellums veréffentlicht worden und es sind weitere Analysen und Versuche
notwendig, um eine derartige Hypothese zu unterstitzen.

Bis heute weil3 man uber die Rollen von Tet2 und Tet3 in neuronaler Differen-
zierung und Funktion wenig, aufller dass diese parallel zu 5hmC in neuronaler
Differenzierung ansteigen und eine funktionelle Stérung von Tet2 und Tet3 zu
Defiziten in der neuronalen Differenzierung fiuhren (Hahn et al., 2013). Ende

2015 konnten Mi et al. erste Ergebnisse zu Tet2 im Hinblick auf neuronales
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Zelliberleben préasentieren, in welchen eine hohe Expression von Tet2-mRNA
in Hippocampus und Cortex wahrend des Entwicklungsprozesses des Gehirns
gefunden wurde und eine Lokalisation von Tet2 im Nukleus sowie Cytoplasma
postmitotischer Neuronen. Runterregulation von Tet2 in kultivierten kortikalen
Neuronen durch RNAI-Technik zeigte, dass Tet2 fir das Zelluberleben wichtig
ist. In der vorliegenden Arbeit ist im Hippocampus eine Abnahme der relativen
Genexpression von Tet2 mit zunehmendem Alter zu sehen (Abbildung35), wo-
bei Tet2 in EE-M&usen eine erhohte relative Genexpression zeigt. Im Cerebel-
lum zeigt sich jedoch in den EE-Mausen ein deutlicher Anstieg der Genexpres-
sion mit zunehmendem Alter, der bei 129 Tagen einen signifikanten Unter-
schied zu den SC-Mausen zeigt, welche eine relativ konstante Genexpression
an Tet2 aufweisen (Abbildung35). Ein &hnliches Bild, jedoch nicht signifikant, ist
fur die relative Genexpression von Tet3 im Cerebellum zu sehen (Abbildung35),
wohingegen Tet3 im Hippocampus eine sehr dynamische Genexpression auf-
weist.

Zusammenfassend lasst sich fiur Tetl-3 im Hippocampus eine Abnahme mit
zunehmendem Alter feststellen und eine generell erhéhte Genexpression in EE-
Mausen im Vergleich zu SC- Mausen. Im Cerebellum nimmt lediglich die Gen-
expression von Tetl in EE wie in SC, mit zunehmendem Alter ab, die Genex-
pression von Tet2 und Tet3 nimmt jedoch im Alterungsprozess zu und ist far
EE-Mause im Vergleich zu SC-Mausen erhoht.

Interessanterweise korrelieren die Genexpressionen von Tetl-3 nicht mit dem
guantitativ gemessenen 5hmC-Gehalt, der im Hippocampus mit zunehmendem
Alter ansteigt und fur die EE-Mause nach 129 Tagen signifikant erhoht ist, im
Cerebellum fir die SC-Mause Uber den gesamten Zeitraum ansteigt und bei
129 Tagen im Enriched Environment einen niedrigeren Wert zeigt (Abbildung
30).

Die Zellauszahlung in den 5hmC angefarbten histologischen Schnitten zeigt
sowohl fur den Gyrus Dentatus des Hippocampus als auch fur die Kornerzell-
schicht des Cerebellums eine Zunahme an 5hmC-positiven Zellen, wobei un-
wesentlich mehr 5hmC-positive Zellen in den beiden Hirnregionen der EE-
Mause gefunden wurden (Abbildung 31). Wie oben bereits diskutiert wurde,
konnen Tet Proteine 5mC zu 5hmC oxidieren. Sie sind aber auch fir die Um-
wandlung in 5fC, sowie 5caC durch weitere Oxidation von 5hmC verantwortlich.



4 Diskussion 101

Da 5fC und 5caC jedoch in wesentlich geringeren Mengen als 5hmC vorkom-
men, ist ein Nachweis nur mit massenspektrometrischen Analysen méglich und
wurde deswegen in dieser Arbeit nicht gefuhrt. Die Umwandlung von 5hmC in
5fC und 5caC konnte aber eine Erklarung sein, warum im Cerebellum die relati-
ve Genexpression von Tet2 und Tet3 steigt, der 5hmC Gehalt jedoch vor allem
zu 129 Tagen hin stark abnimmt. Auch ist eine Akkumulation von 5hmC, analog
zu 5mC, durch weitere Mechanismen, die noch nicht aufgeklart sind, denkbar.
Ein Trend in der Erh6hung der Genexpression von Tetl-3 und eine Zunahme
von 5hmC im Enriched Environment kann anhand dieser Ergebnisse jedoch
gesehen werden und spricht fir eine Rolle der Tet-Proteine sowie 5hmC in Be-

zug auf Gedachtnis- und Lernvorgange.

5fC, sowie 5caC, deren Nachweis hier nicht gefuihrt wurde, dienen als Substra-
te fur DNA Glykosylasen. Studien haben gezeigt, dass die Thymin DNA Glyko-
sylase (TDG) gezielt 5fC und 5caC erkennt und ausschneidet, wodurch die Re-
paratur der abasischen Stelle zu unmethylierten Cytosin erfolgt (He et al.,
2011a; Maiti and Drohat, 2011). Tatsachlich fuhrt eine Deletion von Tdg in
Mausen zu embryonaler Lethalitat und zu erhOhter Methylierung in ver-
schiedensten Genen (Cortazar et al., 2011; Cortellino et al., 2011).

Obwohl angenommen wurde, dass auch andere Glykosylasen 5fC und 5caC
erkennen, konnte fur die Einzelstrang-sensitive monofunktionelle U-DNA-
Glykosylase 1 (Smugl) und MBD Protein 4 (Mbd4) keine signifikante Aktivitat
fur 5fC und 5caC nachgewiesen werden (He et al., 2011a; Maiti and Drohat,
2011). Dies deckt sich mit den Ergebnissen fur die relative Genexpression von
Smugl in dieser Arbeit. Allerdings steht es den leicht erhéhten Genexpressi-
onswerten von Mbd4 in den EE-Mausen gegenuber den SC-Mausen in Hippo-
campus und Cerebellum kontrovers gegenuber.

Fir Mbd4 wird jedoch eine Verbindung mit Histon-Deacetylasen postuliert und
dartber eine methylierungsabhéangige Transkriptionskontrolle (Riccio et al.,
1999), was die Veradnderungen in der relativen Genexpression von Mbd4 in EE
im Vergleich zu SC unter Einbeziehung der Methylierungsveranderungen erkla-
ren wirde.

Tdg ist fur die embryonale Entwicklung unentbehrlich und Tdg-null-Embryos

sterben ca. an Tag E11 (Cortazar et al., 2011). Wahrend der Schwangerschaft
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ist Tdg vor allem fur die Entwicklung von Nervensystem, Thymus, Lunge, Leber,
Niere und Darm zustandig. Tdg ist aber auch an der spateren Entwicklung von
Gehirn, Thymus und Nasenepithel beteiligt, wo entsprechend hohe Tdg-
Expressionen vorkommen (Niederreither et al., 1998). Tdg interagiert aber auch
mit einer stetig wachsenden Zahl an Transkriptionsfaktoren und hat somit auch
Regulationsfunktion in der Genexpression (Cortazar et al., 2007; Sjolund et al.,
2013; Smet-Nocca et al., 2008), was eine Abnahme an Tdg mit fortschreiten-
dem Alter erwarten lasst und sich sowohl in der Genexpressionanalyse (Abbil-
dung 41) als auch in den histologischen Schnitten bestatigt (Abbildung 43). Inte-
ressanterweise erhoht sich Tdg durch den Einfluss von Enriched Environment
bereits ab 7 Tagen.

Vor allem nimmt Tdg aber sowohl an der passiven, als auch an der aktiven
DNA-Demethylierung teil. In der passiven DNA-Demethylierung interagiert Tdg
mit Dnmt3a, inhibiert deren Methylierungsaktivitat und tragt so zur passiven
DNA-Demethylierung bei (Li et al., 2007; Metivier et al., 2008). In der aktiven
DNA-Demethylierung schneidet Tdg ,fehlgepaarte® 5fC:G und 5caC:G und er-
setzt 5fC bzw. 5caC durch Cytosin in der Basenreparatur (Li et al., 2015; Maiti
and Drohat, 2011). Tdg ist wie Dnmt3a vor allem in der subgranuléren Zone des
Gyrus Dentatus im Hippocampus und in den Purkinjezellen des Cerebellums
exprimiert, vor allem in NeuN-negativen Zellen (Abbildung 45), was fir eine Rol-
le in der frihen Entwicklung, aber auch fiur eine Rolle in der adulten Neuroge-
nese spricht, weshalb eine Erhéhung in EE-Méausen folgerichtig ist. Des Weite-
ren sind zwar hauptsachlich, aber nicht ausschlielich NeuN-negative Zellen
auch Tdg-positiv, was fur eine Reparaturaktivitat von Tdg in postmitotischen

Neuronen spricht.

Die Hypothese der entwicklungsabhangigen Entstehung von Krankheiten geht
davon aus, dass Einflisse in der frihen Entwicklung eines Organismus mit Gber
das Risiko entscheiden, ob man im spateren Leben eine Krankheit erleidet oder
nicht (Skogen and Overland, 2012). Epidemiologische Studien und Tierversu-
che demonstrierten, dass Untererndhrung ebenso wie Uberernéhrung in der
frihen Entwicklung die Anfalligkeit fir metabolische Erkrankungen, wie Adiposi-
tas, Insulinresistenz und Diabetes mellitus im Erwachsenenalter beeinflusst
(Painter et al., 2005);(Elahi et al., 2009); (Curhan et al., 1996); (Carone et al.,
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2010). Fettreiche Ernéahrung in jungen Jahren kann das Risiko erh6hen, als Er-
wachsener an Adipositas, Glukoseintoleranz oder Insulinresistenz zu erkranken
(McKay et al., 2014; Yokomizo et al., 2014; Zheng et al., 2015). Bis jetzt sind
die molekularen Mechanismen in der Verbindung zwischen Erndhrung und me-
tabolischen Krankheiten unklar. Die Hypothese, dass epigenetische Mechanis-
men zwischen Ernahrung und vorher genannten Krankheiten vermitteln, wurde
in den letzten Jahren immer wahrscheinlicher (Jang and Serra, 2014). Auch
wurde immer deutlicher, dass das Gehirn im Glukosehaushalt eine zentrale Rol-
le spielt (Vogt and Bruning, 2013). Des Weiteren wurde in Gehirnen von Maus-
welpen, deren Mitter wahrend der Schwangerschaft mit hoch-fetthaltigen Futter
ernahrt wurden, an Promotoren, wie vom p-opioid Rezeptor oder Preproenke-
phalin, eine DNA-Hypomethylierung festgestellt (Vucetic et al., 2010). Nach wie
vor ist sehr wenig Uber epigenetische Modifikationen des zentralen Nervensys-
tems in Bezug auf Erndhrung bekannt. In den Mausen, die bis zu 42 Wochen
lang mit unterschiedlichen Futterarten (Zucht- und Haltungsfutter) ernéhrt wur-
den, sind in den Analysen keine signifikanten Unterschiede, weder histologisch
noch in der Genexpression festgestellt worden. Dies kann daran liegen, dass
der Unterschied in der umsetzbaren Energie bei ~10% lag und ein so geringer
Unterschied sich weder auf die Genexpression noch auf den Phanotyp signifi-
kant auswirkt. Eventuell wiirde eine héhere Anzahl an Mausen geringere Unter-
schiede deutlicher herausstellen, jedoch sollte trotzdem eine grol3ere Differenz
in der Energieaufnahme zwischen den Gruppen hergestellt werden.

Ein Trend kann jedoch fur den Methylierungs- und Demethylierungsprozess
festgestellt werden. So sind die relativen Genexpressionen der DNA-
Methyltransferasen (Dnmtl, Dnmt3a und Dnmt3b) in Hippocampus und Cere-
bellum bei den Zuchtfutter ernahrten Mausen niedriger als bei den haltungsfut-
ter-ernahrten Mausen (Abbildung 24), was auf eine Reduktion an 5mC in den
F+-Mausen hindeutet, die sich in der Zellauszahlung (Abbildung 19) bestétigt.
Ebenfalls sind die relativen Genexpressionen der ,ten-eleven-translocation“ En-
zyme (Tetl, Tet2 und Tet3) in den mit Zuchtfutter erndhrten Mausen geringer
(Abbildung 36) und ebenso die Anzahl an 5hmC-positiven Zellen (Abbildung
33), jedoch sind die relativen Genexpressionen der Enzyme, welche im Basen-
reparationsmechanismus involviert sind (Mbd4, Smugl und Tdg) erhoht (Abbil-

dung 42). Diese Ergebnisse lassen einen grundsatzlichen Einfluss der Erndh-
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rung auf das Epigenom vermuten. Jedoch muss weiter erforscht werden, wel-
che molekularen und biochemischen Prozesse dafir verantwortlich sind und
inwieweit sich Ernédhrung und epigenetische Veranderungen auch auf neurode-
generative Erkrankungen auswirken und in der Pravention oder Heilung genutzt

werden konnen.

DNA-Methylierungsstudien zeigten in eineiigen Zwillingen eine epigenetische
Ubereinstimmung in jungen Jahren. In alteren eineiigen Zwillingen jedoch zeig-
ten sich Unterschiede (Fraga et al., 2005), die vor allem dann auffielen, wenn
die Personen langere Perioden |hres Lebens getrennt verbrachten und sich
somit unterschiedliche medizinische Hintergriinde aneigneten (Feil and Fraga,
2012; Poulsen et al., 2007). Bekannt ist, dass sich Umweltfaktoren positiv oder
auch negativ auf die Lebenserwartung auswirken kdnnen und Einfluss auf das
DNA-Methylierungsmuster haben. Der Einfluss von Umwelteinfliissen auf das
Epigenom eines Organismus, insbesondere im Gehirn, ist nach wie vor jedoch
nicht ausreichend erforscht. Im Laufe der letzten Jahre wurden dazu von vielen
Forschungsgruppen Ergebnisse erarbeitet, die die Vermutung zulassen, dass
die Epigenetik vor allem im Gehirn eine grof3e Rolle spielt und sich Umweltein-
flisse wie Enriched Environment oder auch die Erndhrung von Individuen auf
neurogenerative Vorgange auswirken konnen (Kempermann et al.,, 1997);
(Kempermann et al., 2002); (Lee et al., 2002) und somit wahrscheinlich auch
Einfluss auf neurodegenerative Erkrankungen nehmen (Nithianantharajah and
Hannan, 2006). Obwohl DNA Methylierung seit Jahrzehnten bekannt ist, stellt
die Hydroxymethylierung noch ein relativ junges Phanomen dar, das es zu er-
forschen gilt und welches aufgrund seiner modulatorischen Rolle in biochemi-
schen und molekularen Signalwegen enormes Interesse weckt. Erfolge in unse-
rem Verstandnis fur Methylierungs- und Demethylierungsveranderungen bilden
eine Basis fur die Identifizierung neuer Zielgene und Substanzen, die zur phar-
makologischen Intervention neurologischer und neurodegenerativer Erkrankun-
gen in einer immer alter werdenden Gesellschaft beitragen kdnnen. Trotzdem
wurde in keinem Versuch der komplette anzunehmende Kreislauf von Cytosin
Uber 5-Methylcytosin zu 5-Hydroxymethylcytosin und die anschlieRende Um-
wandlung zuriick zu Cytosin mit den entsprechenden DNA Methyltransferasen
(Dnmtl, 3a und 3b) fur die Bildung von 5mC, sowie den ten eleven translocati-

on Proteinen (Tetl-3) fur die Hydroxymethylierung und den Basenrepara-
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turenzymen (Mbd4, Smugl und Tdg) fur die Umwandlung zu nicht-methylierten
Cytosin gleichzeitig analysiert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
sich Umwelteinflisse, vor allem Enriched Environment, teilweise auf den Methy-
lierungs- und Demethylierungsprozess in Hippocampus und Cerebellum aus-
wirken. Es wurde gezeigt, dass sich Methylcytosin und Hydroxymethylcytosin
im Hippocampus unter Enriched Environment global erhéhen, ebenso wie die
Genexpression von den 3 Tets und Tdg. Dass die Epigenetik abhangig von der
Hirnregion reguliert wird, zeigt sich hier durch Reduktion an Methylcytosin und
Hydroxymethylcytosin im Cerebellum unter EE und eine Anderung der Genex-
pression in Dnmtl und Dnmt3b, sowie Tet2. Obwohl der Unterschied zwischen
den beiden Futterarten nur ~10% umsetzbarer Energie betrug, zeigten sich
Uber einen Zeitraum von 273 Tagen Unterschiede, welche die Vermutung zu-
lassen, dass die Ernahrung sich auf epigenetische Prozesse auswirkt. So sind
sowohl im Hippocampus als auch im Cerebellum fast immer die Genexpressi-
onswerte der Mause, welche mit Zuchtfutter ernahrt wurden niedriger als jene
der mit Haltungsfutter ernahrten Mause und sowohl die Anzahl Methylcytosin-
als auch Hydroxymethylcytosin-positiver Zellen im Gyrus Dentatus des Hippo-
campus und in der Koérnerzellschicht des Cerebellum in mit Zuchtfutter ernahr-

ten Mausen verringert.

Ob und inwiefern sich Enriched Environment oder eine moderate Erhéhung der
Kalorien in der Nahrung Uber einen langen Zeitraum auf die (De-) Methylierung
auswirkt war bisher nicht bekannt und es konnte mit dieser Arbeit auf globaler
Ebene ein wichtiger Schritt im Verstandnis dafir entwickelt werden. 5hmC ist
hierbei von besonderem Interesse fir neurodegenerative Erkrankungen, da es
vermehrt im Gehirn vorkommt und offenbar dynamisch reguliert werden kann.
Es muss hierbei herausgefunden werden, ob 5hmC mit ursachlich fir, oder das
Ergebnis von neurodegenerativen Erkrankungen ist. Durch neue Methoden, wie
dem ,Single molecule real time sequencing” (SMRT) oder dem ,Nanopore Se-
quencing® sind Analysen mit wenig Einsatzmaterial, wie es bei Maushirnen der
Fall ist, nun mdglich und weitere Untersuchungen biochemischer und molekula-
rer Interaktionen zwischen 5hmC, sowie dem (De-) Methylierungsprozess und
dem neuronalem Netzwerk sind unerlasslich, um die Pathophysiologie von neu-
rodegenerativen Erkrankungen zu verstehen und neue Ansétze zu finden, die

zur Heilung und/oder Préavention beitragen kénnen.
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Es ist keine Kofarbung von Dnmt3a und NeuN bei O Tage Mausen zu
sehen. Vereinzelte Dnmt3a-positive Zellen sind in 129 Tagen EE- Mausen
zu sehen, die ebenfalls keine Kolokalisation mit NeuN zeigen. ............... 63

Abbildung 28: Kofarbung von Dnmt3a und NeuN im Gyrus Dentatus des
Hipoocampus (oben) und des Cerebellums (unten) von 0 und 273
Tagen von Haltungs-bzw- Zuchtfutter-Mausen. Abnahme von Dnmt3a
im Alterungsprozess. Keine Kofarbung von Dnmt3a und NeuN bei O Tage
Mé&usen. Vereinzelte Dnmt3a-positive Zellen in 273Tage Zucht- bzw.
Haltungsfutter-Mausen zeigen ebenfalls keine Kolokalisation mit NeuN. In
allen drei Altersstufen sind die Purkinjezellen Dnmt3a-positiv. ................ 64
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Abbildung 29: Standardkurve fur die 5hmC Messung (hier flr die
Hippocampus Proben) Es sind die Absorptionen bei 450nm zu den
Standardkonzentrationen mit linearer Regression im Dop-pelansatz
Argestellt. ......ccoeeeeeie e ———— 65

Abbildung 30: Quantitative Bestimmung von 5hmC in Gesamt- DNA des
Hippocampus bzw. Cerebellums Uber einen maximalen Zeitraum von
129 Tagen EE (weil3) bzw. SC (dunkelgrau) mit dem Methylflash
Quantification Kit, basierend auf dem ELISA-Prinzip. Es wurden jeweils
200ng DNA pro well aufgetragen und jede Probe in Triplikaten gemessen.

Abbildung 31: Auszahlung der 5hmC-positiven Zellen in FFPE-Schnitten
von jeweils 5 Mausen welche in SC (dunkelgrau) oder EE (weil3)
gehalten wurden. Im Gyrus Dentatus (links) wie im Cerebellum (rechts)
sieht man eine Zunahme an 5hmC-positiven Zellen mit fortschreitendem
Alter. In beiden Hirnregionen sind mehr 5hmC-positive Zellen in den EE-
MEUSEN ZU VEIZEICANEN. ...coiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 67

Abbildung 32: 5ShmC-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und
Cerebellum nach 0-129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. In der
Kdrnerzellschicht des Gyrus Dentatus im Hippocampus sowie
Cerebellums nimmt die Anzahl der 5ShmC-positiven Zellen mit
fortschreitendem Alter zu. Zwischen EE/SC ist kein Unterschied zu
erkennen. Messbalken 200[M. .......ccccooiiiiiiiiiiiiie e 68

Abbildung 33: Auszahlung der 5hmC-positiven Zellen in FFPE-Schnitten
von jeweils 3 Mausen welche mit Haltungsfutter (dunkelgrau) oder
Zuchtfutter (weil3) erndhrt wurden. Im Gyrus Dentatus des
Hippocampus (links) wie im Cerebellum (rechts) sieht man eine Zunahme
an 5hmC-positiven Zellen mit fortschreitendem Alter. In beiden
Hirnregionen sind mehr 5hmC-positive Zellen in den mit Haltungsfutter
ernahrten MAusen zu vVerzeiChNen. ............cccvvuiiiiiiiiiiiiiiieens 69

Abbildung 34: 5hmC-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und
Cerebellum nach 0-273 Tagen mit Haltungsfutter bzw. Zuchtfutter.
Zunahme an 5hmC-posititven Zellen mit zunehmendem Alter im Gyrus
Dentatus, wie auch im Cerebellum. Im Gyrus Dentatus zum Zeitpunkt von
129 Tagen weniger 5ShmC-positive Zellen als zu friheren und spateren
Zeitpunkten. Messbalken 200m. ..o 70

Abbildung 35: Darstellung der relativen Genexpression der ,,Ten-eleven-
translocation“ Enzyme Tet1-3 in EE- (blau) und SC-Mausen (grau)
uber einen Zeitraum von maximal 129 Tagen. Die Y-Achse zeigt die
relative Genexpression, die X-Achse zeigt die verschiedenen
Behausungen bis zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die Ct-Werte wurden
Uber die comparative Ct-Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert tber
die housekeeper Gapdh, Hprt, Ipo8 und Thp der jeweiligen Maus als
Referenz. Alle CT- Werte wurden auf den jeweiligen Wert von O Tagen
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Enriched Environment/Single caged normalisiert. Es wurden die cDNAs
von jeweils 5 Mausen (Hippocampus oder Cerebellum) in Triplikaten mit
dem Roche LightCycler 480 gemeSSEN. .........cevvieeeiivieiiiiiiiiee e 72
Abbildung 36: Darstellung der relativen Genexpression der ,,Ten-eleven-
translocation“ Enzyme Tet1-3 in F+ - (blau) und F- -Mausen (grau)
Uber einen Zeitraum von maximal 273 Tagen. Die Y-Achse zeigt die
relative Genexpression, die X-Achse zeigt die verschiedenen Futtermittel
bis zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die Ct-Werte wurden Uber die
comparative Ct-Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert tber die
housekeeper Gapdh, Hprt, Ipo8 und Tbp der jeweiligen Maus als
Referenz. Alle CT- Werte wurden auf den jeweiligen Wert von 0 Tagen
F+/F- normalisiert. Es wurden die cDNAs von jeweils 3 Mausen
(Hippocampus oder Cerebellum) in Triplikaten mit dem Roche LightCycler
A80 GIMESSEIN. teuuiiiiiiieiiie et e et e e e e 73
Abbildung 37: Tetl-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und
Cerebellum nach 0-129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. In der
subgranularen Zone des Gyrus Dentatus im Hippocampus sind keine
Tetl-positiven Zellen vorhanden. In der Kérnerzellschicht des Gyrus
Dentatus Abnahme an Tetl-postiven Zellen im zeitlichen Verlauf. Im
Cerebellum der SC-Mause bei sind nach 21 und 129 Tagen Tetl-positive
Zellen in der Kérnerzellschicht zu sehen, im Gegensatz zu den Cerebelli
der EE-Mause, wo ausschliel3lich Purkinjezellen Tetl-positiv gefarbt
wurden. Messbalken: 200m. ........cooviiiiiiiiie e 76
Abbildung 38: Tetl-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und
Cerebellum nach 0-273 Tagen mit Haltungs- bzw. Zuchtfutter. In der
molekularen Zellschicht des Gyrus Dentatus im Hippocampus Abnahme
an Tetl-positiven Zellen, und keine Tetl-positiven Zellen in der
subgranularen Zone. Im Cerebellum sind ab 21 Tagen ausschlief3lich
Purkinje Zellen Tetl-positiv. Messbalken: 200um.............ccoovvvviviieeeeennn. 77
Abbildung 39: Immunfluoreszenzkoféarbung des Gyrus Dentatus und
Cerebellums mit Tetl und NeuN von Mausen vor Beginn des EE-
Versuchs, sowie Mausen mit 129 Tagen in Enriched Environment
bzw. Einzelkafighaltung. Tetl ist in der Kérnerzellschicht des
Hippocampus ausschlief3lich im Cytoplasma von NeuN positiven Zellen
exprimiert und nicht in der subgranuléren Zone des Gyrus Dentatus, wo
auch keine NeuN-positiven Zellen vorhanden sind. In der
Kdrnerzellschicht des Cerebellums nimmt die Anzahl der Tetl positiven
Zellen altersabhéngig ab. In der Purkinjezellschicht des Cerebellums wird
Tetl stabil Gber den gesamten Zeitraum exprimiert, sowohl in M&usen der
Enriched Environment-Haltung als auch in M&ausen der SC-Haltung.
Messbalken: LOOIM ......cciiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt 79
Abbildung 40: Immunfluoreszenzkofarbung des Gyrus Dentatus und
Cerebellums mit Tetl und NeuN von Mausen vor Beginn des
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Futterversuchs und Mausen mit 273 Tagen Zuchtfutter bzw.
Haltungsfutter. Tetl ist in der Kérnerzellschicht des Hippocampus
ausschlief3lich im Cytoplasma von NeuN positiven Zellen exprimiert und
nicht in der subgranularen Zone des Gyrus Dentatus, wo auch keine
NeuN-positiven Zellen vorhanden sind. In der Kérnerzellschicht des
Cerebellums nimmt die Anzahl der Tetl positiven Zellen altersabhangig
ab. In der Purkinje Zellschicht des Cerebellums wird Tetl stabil Gber den
gesamten Zeitraum exprimiert, sowohl in Mausen mit Zuchtfutter als auch
in Mausen die mit Haltungsfutter ernahrt wurden. Messbalken: 100um.. 80
Abbildung 41: Darstellung der relativen Genexpression von Mbd4, Smug1l
und Tdg in EE- (blau) und SC-Méausen (grau) Uber einen Zeitraum von
maximal 129 Tagen. Die Y-Achse zeigt die relative Genexpression, die X-
Achse zeigt die verschiedenen Zeitpunkte. Die Ct-Werte wurden Uber die
comparative Ct-Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert tber die
housekeeper Gapdh, Hprt, Ipo8 und Tbp der jeweiligen Maus als
Referenz. Alle Ct- Werte wurden auf den jeweiligen Wert von 0 Tagen
single caged/enriched normalisiert. Es wurden die cDNAs von jeweils 5
Mausen (Hippocampus oder Cerebellum) in Triplikaten mit dem Roche
LightCycler 480 gEMESSEN. ....ccieeeiiieeeiie et 83
Abbildung 42: Darstellung der relativen Genexpression von Mbd4, Smug1l
und Tdg in F+ (blau) und F- Mausen (grau) Uber einen Zeitraum von
maximal 273 Tagen. Die Y-Achse zeigt die relative Genexpression, die X-
Achse zeigt die verschiedenen Zeitpunkte. Die Ct-Werte wurden Uber die
comparative Ct-Methode ausgewertet, mit dem Mittelwert tber die
housekeeper Gapdh, Hprt, Ipo8 und Tbp der jeweiligen Maus als
Referenz. Alle Ct- Werte wurden auf den jeweiligen Wert von 0 Tagen
F+/F- normalisiert. Es wurden die cDNAs von jeweils 3 Mausen
(Hippocampus oder Cerebellum) in Triplikaten mit dem Roche LightCycler
A80 GIMESSEIN. 1euuiiiiiieeiiee et e et e e et e e e e e e 85
Abbildung 43: Tdg-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und
Cerebellum nach 0-129 Tagen in SC- bzw. EE-Haltung. In der
molekularen Zellschicht des Gyrus Dentatus im Hippocampus, ebenso wie
in der Kérnerzellschicht des Cerebellums nimmt die Anzahl der Tdg-
positiven Zellen mit fortschreitendem Alter ab. Im Hippocampus von EE-
Mausen ab einem Zeitpunkt von 21 Tagen EE/SC-Haltung mehr Tdg-
positive Zellen als in SC-Mausen sichtbar. Messbalken: 200um ............. 87
Abbildung 44: Tdg-DAB-Farbung sagittaler Schnitte, Hippocampus und
Cerebellum nach 0-273 Tagen mit Haltungs- bzw. Zuchtfutter. In der
molekularen Zellschicht und subgranuléren Zone des Gyrus Dentatus im
Hippocampus sind mehr Tdg-positive Zellen in Schnitten der F-M&use,
was sich bei 273 Tagen Haltung unter F/F" aber aufhebt. In der
Purkinjezellschicht des Cerebellums sind keine Verdnderungen der Tdg-
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positiven Zellen mit fortschreitendem Alter oder in den verschiedenen
Futterarten erkennbar. Messbalken: 200Um ...........cccceeiiiiiiiivieeiiiieec e, 89
Abbildung 45: Immunfluoreszenzfarbung des Gyrus Dentatus im
Hippocampus mit Tdg und NeuN nach 0 und 129 Tagen in SC- bzw.
EE-Haltung. Tdg ist nach 0 Tagen vor allem in der subgranuléren Zone
des Gyrus Dentatus aber auch in der molekularen Zellschicht des Gyrus
Dentatus des Hippocampus exprimiert. Nach 129 Tagen vor allem noch in
der subgranularen Zone des Gyrus Dentatus und nur vereinzelt in der
molekularen Zellschicht. Im Alterungsprozess nimmt die Anzahl der Tdg-
positiven Zellen sowohl in der Enriched Environment- als auch in der
Einzelkafig-Haltung ab. Eine Kofarbung von Tdg und NeuN liegt nur
vereinzelt vor. Messbalken: Hippocampus: 100um, Cerebellum: 200pum 91
Abbildung 46: Immunfluoreszenzfarbung des Gyrus Dentatus im
Hippocampus mit Tdg und NeuN nach 0 und 129 Tagen in SC- bzw.
EE-Haltung. Tdg ist nach 0 Tagen vor allem in der subgranuléaren Zone
des Gyrus Dentatus aber auch in der molekularen Zellschicht des Gyrus
Dentatus des Hippocampus exprimiert. Nach 129 Tagen ist Tdg vor allem
noch in der subgranularen Zone des Gyrus Dentatus und nur vereinzelt in
der molekularen Zellschicht zu erkennen. Im Alterungsprozess nimmt die
Anzahl der Tdg-positiven Zellen sowohl in den mit Haltungsfutter-
ernahrten Mausen als auch in den Zuchtfutter-erndhrten Mausen ab. Eine
Kofarbung von Tdg und NeuN liegt nur vereinzelt vor. Messbalken:
Hippocampus: 100um, Cerebellum: 200Um...........oviiiiiieiiiiieiiiciee e, 92
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