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Kurzreferat:

Mit der voranschreitenden Alterung unserer Gesellschaft nehmen altersbedingte Krankheiten,
wie zum Beispiel neurodegenerative Erkrankungen zu. Eine Ursache flr diese Erkrankungen
scheint eine langfristige, niedriggradige Entzindungsreaktion, die als Inflammaging
bezeichnet wird, zu sein. Der 2013 entdeckte cGAS-STING Signalweg kann unter anderem zu
Typ | Interferon induzierten Entziindungsreaktionen beitragen und Autophagie-Prozesse
aktivieren. Dabei wird freie DNA im Zytosol durch cGAS erkannt und fuhrt zur Synthese des
sekundaren Messengers 2°,3*-cGAMP. Dieser aktiviert STING, welches durch die Aktivierung
von IRF3 die Transkription inflammatorischer Gene induziert. Wir untersuchten in
Mausegehirnen die Konzentrationen der wesentlichen Proteine dieses Signalwegs und
weiterer bedeutsamer Mediatioren autophagischer Prozesse. Zusatzlich analysierten wir die
Signalintensitat des STING-Proteins in Frontalschnitten von Mausegehirnen. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass mit zunehmendem Alter die 2°,3'-cGAMP-, STING- und IRF3-
Konzentration abnehmen, wéahrend die bei cGAS und pBeclinl eine Zunahme erkennbar ist.
In den Frontalschnitten konnten wir mit zunehmendem Alter eine Abnahme der Signalintensitét
von STING im entorhinalen Kortex und eine Zunahme der STING positiven Zellen im Cornu
ammonis 1 des Hippocampus feststellen. Diese Daten deuten darauf hin, dass bei gesund-
alternden Méusen eine Deregulierung der cGAS-STING Signalwegs stattfindet. Die
pharmakologische Beeinflussung dieses Signalwegs kdnnte daher eine potenzielle, kausale
Therapieoption bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Demenz darstellen.
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1 Einleitung

1.1 Altern

Die Weltbevoélkerung wéchst nicht nur rapide, sondern die durchschnittliche Lebenserwartung
der Menschen nimmt global auch deutlich zu. So wird die Zahl der Uber 60-jahrigen von 1
Milliarde im Jahre 2019 auf 2,1 Milliarden bis 2050 ansteigen (Béjot und Yaffe 2019). Als
Ursachen fir die héhere Lebenserwartung im letzten Jahrhundert sind unter anderem bessere
hygienische Bedingungen, verbesserte Erndhrung und die Errungenschaften der modernen
Medizin mit Impfungen, Medikamenten und verbesserte Behandlungsverfahren zu nennen. Mit
zunehmender Alterung der Gesellschaft gehen allerdings neue medizinische, wirtschaftliche
und gesellschaftliche Herausforderungen einher (Gruber und Wise 2001). Altersbedingte
Erkrankungen wie zum Beispiel maligne Tumore, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Alzheimer-
Demenz (AD) und Morbus Parkinson (PD) nehmen zu und das Gesundheitssystem muss sich
folglich auf mehr Langzeit-Pflegefalle einstellen. Neben der hohen Lebenserwartung ist es
daher wichtig, ein gesundes Altern mit einer besseren Lebensqualitdt zu ermdglichen (Khaw
1997). Eine Vielzahl von Studien belegen, dass eine Lebensweise mit regelmalRiger
Bewegung, gesunder Erndhrung und Verzicht auf Nikotin sowie Alkohol entscheidend fir ein
gesundes Altern ist (Chakravarty et al. 2012, Peel et al. 2005). Darliber hinaus spielen weitere
Faktoren wie Genetik und noch nicht vollstandig erforschte Entziindungsreaktionen eine Rolle
(FUldp et al. 2019). Interessanterweise konnten einige Studien nachweisen, dass
Intervallfasten (regelméaRige Abfolge von Zeiten mit Nahrungsaufnahme und Fasten) in
verschiedenen Tiermodellen und bei Hefezellen die Lebenserwartung erhéhte (Mitchell et al.
2019, Gruenewald 1996). In Zeiten der Kalorienrestriktion wechseln zum Beispiel Hefezellen
vom anabolen in den katabolen Stoffwechsel und aktivieren zellulare autophagische Prozesse,
wobei vermehrt fehlgefaltete Proteine und Zellorganellen recycelt werden (Lin et al. 2000,
Takeshige et al. 1992). Im Gegensatz dazu fuhrte die Hemmung der Autophagie -assoziierten

Faktoren bei verschiedenen Tiermodellen zum friiheren Tod (T6th et al. 2008, Lee et al. 2010).
1.2 Autophagie

Der Begriff der Autophagie wurde von Christian de Duve gepragt, der 1963 die Funktion der
Lysosomen entdeckte (Deter et al. 1967). 1992 beschrieb das Team von Yoshunori Ohsumi

in Hefezellen die molekularen Mechanismen der Autophagie. Dabei untersuchte die
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Forschungsgruppe mutierte Hefezellen, denen fir den Zellabbau wichtige Proteinasen fehlten.
Im Folgenden identifizierten sie eine Reihe von Enzymen und die dazugehoérenden
kodierenden Gene, die fir die Autophagie eine zentrale Rolle spielen (Takeshige et al. 1992).
Diese wurden spater einheitlich als Autophagie assoziierte Gene (ATG) klassifiziert, wovon bis
heute mindestens 15 beschrieben wurden (Mizushima 2020).

Unter Autophagozytose werden verschiedene Formen der Autophagie wie zum Beispiel
Makro-, Mikro- und Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA) verstanden (Klionsky und Emr
2000). Bei der Makroautophagie werden Zellorganelle oder Proteine von einer Ausstilpung
des Endoplasmatischen Retikulums (ER) eingeschlossen, um eine doppelmembranumhdillte
Formation, das Autophagosom, zu bilden. Im weiteren Verlauf fusioniert das Autophagosom
mit einem Lysosom zum Autophagolysosom (Takeshige et al. 1992). Bei der Mikroautophagie
hingegen stllpt sich direkt die lysosomale Membran um das abzubauende Material im
Zytoplasma (Oku und Sakai 2018). Die CMA ist ein komplexer Mechanismus, bei dem Proteine
des Hitzeschockproteins Hsc70, ein Chaperon, erkannt und zum Lysosom gefuhrt werden
(Kaushik und Cuervo 2012).

Bei der Makroautophagie ist mMTOR (mammalian target of rapamycin) als ein wichtiges
regulatorisch fungierendes Protein an der Autophagie beteiligt (Deleyto-Seldas und Efeyan
2021). Nahrstoffe, Wachstumsfaktoren sowie der AMP/ATP-Gehalt beeinflussen die mTOR-
Aktivitat (Kim et al. 2011). Das mTOR-Protein reguliert die Dephosphorylierung der UNC51-
like Kinasel (ULK1), wodurch diese inaktiviert wird (Chan 2009) (siehe Abbildung 1 D). Das
aktivierte, phosphorylierte ULK1 l6st sich vom mTOR-Komplex und bildet mit dem focal
adhesion kinase (FAK)-interacting protein (FIP200) und Atgl3 einen Komplex aus (Hara et al.
2008) (siehe Abbildung 1 A). Der ULK1-Komplex aktiviert wiederum den Beclin1-VPS34
(vacuolar protein sorting associated protein 34)-Komplex, bestehend aus Beclinl, Atgl4L,
Atgl5 und der Phosphatidylinositol 3-kinase der Klasse Il (PIK3C3) (Wirth et al. 2013).
PIK3C3 ist fur die Aktivierung der Autophagie, das Formieren der Phagophore aus dem ER,
wie auch fur die Elongation des Autophagosoms zustdndig (Russell et al. 2013) (siehe
Abbildung 1 B).

Ein weiteres wichtiges Protein, das microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3A (LC3-
1), muss fur die weitere Reifung und Fusionierung mit Lysosomen aktiviert werden. Daftr wird
LC3 am Carboxyl-Ende mit Hilfe von Atg4 zu LC3-I glyciniert, welches dann durch Atg3 und
Atg7 mit Phosphatidylethanolamin (PE) lipidiert und somit zu LC3-Il wird (siehe Abbildung 1
C) (Tanida et al. 2008). LC3-Il kann durch diese Modifikation in die Autophagosomenmembran
eingebaut werden. Bevor es zum Verschluss des Autophagosoms kommt, markiert und
transportiert das ubiquitinierte Cargo-Protein Sequestosome 1/ p62 (p62) die abzubauenden

Proteine oder Organellen zum Autophagosom (siehe Abbildung 1 C, D) (Bjgrkey et al. 2009).
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AnschlieRend fusioniert das fertige Autophagosom mit Lysosomen und wird zum
Autophagolysosom (siehe Abbildung 1 E, F) (Lérincz und Juh&dsz 2020). Lysosomen haben in
ihrem Lumen einen pH-Wert von 5 und durch saure Hydrolasen die Eigenschaft, Biomolekiile
zu verdauen (Mindell 2012).

Mit der Autophagie werden nicht mehr benétigte Bestandteile und Organellen der Zelle
abgebaut und die einzelnen Bausteine der Wiederverwendung zugefiihrt. Interessanterweise
liegt einer Vielzahl an Erkrankungen des Menschen in ihrer Pathophysiologie eine Stérung des
Stoffwechsels auf zellularer Ebene, unter anderem der Autophagie, zugrunde. In der
Tumorgenese von Brust-, Ovarial- und Prostatakrebs wurden zum Beispiel monoallele
Veranderungen des Beclinl Gens (BECNL1) vorgefunden (Choi et al. 2013). Bei Infektionen
mit Pathogenen wie einigen Bakterien (z.B. Gruppe A Streptokokken, Salmonella enterica)

oder Viren (z.B. HSV-1) werden diese durch Autophagie neutralisiert.

mTOR
Initiation D
Autophagosome Lyssome

E
LC3ll Fusion of
autophagosome
with lysosome

ULK1 complex

¢ LC3ll

VSP15
VSP34
ATG14L

Beclin1
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LC3ll 7% =recycled proteins
Phagophore @ = digestive enzymes
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Abbildung 1: Bildung der Autophagosomen

Die schematische Darstellung zeigt die Zwischenschritte der Makroautophagie. Die Initiation (A) folgt
mit der Bildung des Ulk1-Komplexes. Dieses aktiviert den Beclin1-VSP34 (PI3KCIII) -Komplex, welches
die Formierung und die Elongation des Phagophores (B) induziert. LC3 wird durch mehrere
Zwischenschritte zu LC3-1l lipidiert und in die Phagophore eingebaut (C). Das ubiquitinierte p62
transportiert die abzubauenden Zellbestandteile in das Autophagosom (C). LC3-1I fihrt zum Verschluss



des Autophagosoms (D), welches anschlieend mit Lysosomen fusioniert (E). Im Autophagolysosom
werden die Zellbestandteile degradiert (F) (Abbildung aus Passarella 2023).

1.2.1 Autophagie und neurodegenerative Erkrankungen

Die Storung der Autophagie im zentralen Nervensystem (ZNS) scheint eine relevante Ursache
fur Erkrankungen wie PD oder der AD zu sein (Yu et al. 2005). Bei PD fuhrt der fehlende Abbau
von alpha-Synuclein zur Degeneration dopaminerger Neurone in der Substantia nigra (SN)
und dadurch zu komplexen motorischen Ausféllen. Der fehlende Abbau von alpha-Synuclein
ist schwerwiegend, weil dieser die Formierung der Autophagosomen hemmt (Winslow et al.
2010). Auch bei der AD ist eine Ansammlung von Proteinen, hier 3-Amyloid, urs&chlich. In
Neuronen bilden sich Autophagosomen unter anderem in den Synapsen und werden dann
retrograd zum Soma gebracht, das die grofte Anzahl an Lysosomen enthélt (Hollenbeck
1993). Bei der AD st dieser retrograde Transport und die Formierung der
Autophagolysosomen gestort (Nixon et al. 2005). Die folglich entstehende Akkumulation von

3-Amyloid fuhrt sukzessive zum Funktionsverlust und zur Degeneration der Neurone.

Im zentralen Nervensystem befinden sich eine Reihe von Zelltypen wie z.B. Neurone,
Astrozyten, Gliazellen und Mikroglia, die als Immuneffektorzellen wirken. Neurone sind
postmitotisch, d.h. sie gehdren zu den Zellen, die sich nicht mehr teilen. Das Aufrechterhalten
der Homostase ist fir die Zellfunktion und das Uberleben dieser Zellart damit immens wichtig.
Ablagerungen von Proteinen wie 3-Amyloid oder alpha-Synuclein stéren den Zellhaushalt und
fuhren zum Tod der Zelle. Verschiedene Mutationen, die die Autophagie beeintrachtigen,
wurden als Ursache fur Erkrankungen wie der AD und PD erkannt. Bei der familiaren AD sind
Gene der Protease Prasenilin-1 (PS1) oder des Amyloid Prakursor-Proteins (APP) mutiert. Es
kommt infolgedessen zum verminderten autophagosomalen Abbau von 3-Amyloid, weil PS1
die lysosomale vakuolare Form der ATPase (V-ATPase) in ihrer Funktion beeintrachtigt und
somit die Azidifikation der Lysosomen und damit die Proteolyse hemmt (Lee et al. 2010,
Cataldo et al. 2004).

Weitere Studien zeigen, dass Autophagie-assoziierte Proteine bei neurodegenerativen
Erkrankungen beeintrachtigt sind. Zum Beispiel hat man in AD-Mausegehirnen verringerte
Mengen an Beclinl festgestellt, was zu einer Akkumulation des APP fiihrte (Pickford et al.
2008). AuRerdem hat man in Drosophila melanogaster mit einem Knockdown von ATG7 und
ATG8 Genen eine verringerte Lebensspanne, eine Akkumulierung von Ubiquitin positiven
Aggregaten und eine Erhdhung der Konzentration der Marker flr neurodegenerative

Erkrankungen festgestellt (Juhasz et al. 2007).



Der mTOR Signalweg hat eine modulierende, im Wesentlichen inhibierende, Wirkung auf die
Autophagie. Damit hat das mTOR-Protein eine essenzielle Rolle bei der Kontrolle des
Proteinhaushalts der Neurone. Eine Hemmung des mTOR-Proteins durch Rapamycin hat
einen verbesserten Abbau des R-Amyloids und des Tau-Proteins zur Folge (Caccamo et al.
2010). Diese Beobachtungen zeigen, dass Autophagie eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese der AD spielt und eine Aktivierung von Beclinl sowie die Hemmung von mTOR

eine Reduktion von R-Amyloid zur Folge hat.

Bei den dopaminergen Neuronen des PD lassen sich Lewy-Kérperchen mit alpha-Synuclein
und Ubiquitin nachweisen. Studien zeigen, dass alpha-Synuclein Uber Makroautophagie und
CMA abgebaut wird (Webb et al. 2003, Cuervo et al. 2004). Einige Studien weisen darauf hin,
dass oxidativer Stress (OS) die Ursache fir eine verstarkte Autophagie in den dopaminergen
Neuronen ist (Janda et al. 2012). Der OS verhindert die Expression von Oxy-Alpha Genen.
Die Oxy-Alpha Gene aktivieren die mTOR-Kinase und verhindern somit die Initiierung der
Autophagie (Choi et al. 2010). Insbesondere bei dem familidren PD ist die Elimination von
reaktiven Sauerstoffspezies und die Mitophagie, der Abbau von Mitochondrien, gestort. Durch
eine Mutation im Parkin-Gen kann die Ubiquitinierung der Mitochondrien und damit der

proteasomale und autophagolytische Abbau nicht mehr erfolgen (Narendra et al. 2008).

Im Vergleich zur Funktion bei neuronalen Vorgangen ist Uber die Rolle von Glia- und
Mikrogliazellen in neurodegenerativen Erkrankungen weniger bekannt. Gliazellen sind wichtig
fur die Aufrechterhaltung der Homdéostase im Gehirn, haben eine Stutzfunktion und bilden die
Myelinscheide um Neurone. Zusatzlich sind sie Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke und haben
eine Transport- und Abwehrfunktion. Gliazellen sind durch die Aufnahme von Zellbestandteilen
wichtig fur die Homoostase und nutzen dafiir auch die Autophagie (Gorojod et al. 2015).
Gorojod et al. haben in ihrer Studie festgestellt, dass als Folge einer Zellschadigung der
Gliazellen von Ratten, vermehrt LC3-1l und Beclinl gebildet werden. In Alzheimer-
Mausmodellen (PDAPP-Mausen) konnte man eine signifikant reduzierte Anzahl von
Astrozyten und Gliazellen im zentralen Nervensystem verglichen mit Wildtyp-Mausen
identifizieren (Gorojod et al. 2015). Die wenigen Astrozyten in den PDAPP-Mausen missen

mehr Abbau-Produkte der Neurone recyclen als in Wildtyp-M&ausen.

Mikrogliazellen sind Teil des monozytar-phagozytdren Systems im ZNS und in der Lage,
Zelltrimmer und Fremdkdrper wie Bakterien und Viren zu phagozytieren. Choi et al. (2010)
haben festgestellt, dass Mikrogliazellen mit Hilfe der Autophagie alpha-Synuclein abbauen.
Diese Erkenntnisse zeigen, dass die Autophagie in den Glia- und Mikrogliazellen im Alter
gestort ist. Im Vergleich zu den Neuronen ist bei Astrozyten und Mikrogliazellen weniger tber
die molekularen Veranderungen durch neurodegenerative Erkrankungen bekannt. Weitere

Studien in diesem Zusammenhang sind erforderlich.



1.3 Der cGAS-STING Signalweg

Der cGAS-STING Signalweg (cyclic GMP-AMP Synthase — Stimulator of Interferon Genes) ist
ein wichtiger Teil des angeborenen Immunsystems, indem es doppelstrangige
Desoxyribonukleinséauren (dsDNA) im Zytoplasma erkennt und die nachgeschaltete
Immunantwort einleitet (Zhang et al. 2013). In gesunden eukaryotischen Zellen ist DNA im
Nukleus und in den Mitochondrien (mt-DNA) zu finden. Eine Schadigung des Zellkerns bzw.
der Mitochondrien oder der Einschluss von Fremd-DNA in Folge einer Infektion mit Bakterien
oder DNA-Viren fuhrt zu freier dsDNA im Zytoplasma. Die freie dsDNA wird von cGAS, wie in
Abbildung 2 zu sehen, unter Bildung eines 2:2-Komplexes gebunden (Zhang et al. 2014). Das
cGAS-Enzym erkennt die DNA an ihrem Zucker-Phosphat-Rickgrat, weshalb es zu keinem
Abbau spezifischer DNA anhand der Nukleotidsequenz kommt (Civril et al. 2013). Es kommt
zu einer Konformationsanderung am aktiven Zentrum des cGAS-Enzyms, wodurch die
Synthese von 2°3'-zyklischem Guanosinmonophosphat-Adenosinmonophosphat (2°,3"-
cGAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) und Guanosintriphosphat (GTP) katalysiert wird (Wu
et al. 2013). Diese 2,3'-Bindung kommt im Gegensatz zur 3‘,5-Bindung selten vor und wird
deshalb seltener von Hydrolasen abgebaut (Ritchie et al. 2022). 2°,3'-cGAMP fungiert als
sekundarer Messenger und bindet am Transmembranprotein STING des ER. Das STING-
Protein ist ein Dimer aus vier Transmembrandomanen, sowie einer ins Zytosol ragenden
Ligandenbindungsdomane (LBD) (Shang et al. 2019). Die Bindung von 2,3*-cGAMP an die
LBD fUhrt zu einer Konformationsanderung des STING-Proteins, wodurch mehrere der
STING-Dimere durch Disulfid-Briickenbindungen zu einem Polymer werden (Ergun et al.
2019). AnschlieRend wird das STING-Protein vom ER zum Golgi-Apparat transportiert und
palmitoyliert (Zhang et al. 2020, Mukai et al. 2016). Hier phosphoryliert das STING-Protein
unter anderem die Tank-binding-Kinase-1 (TBK-1) am Serinrest 172, welche dann selbst als
pTBK-1 die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Interferon-regulating-Faktor-3 (IRF-3)
am Serin 396 katalysiert (Ding et al. 2020). Das phosphorylierte IRF-3 (pIRF-3) dimerisiert und
induziert unter anderem im Nukleus die Transkription der Interferon Typ | stimulierenden Gene
(ISG) sowie weitere inflammatorische Mediatoren (Wu et al. 2013). Das STING-Protein wird
anschlieRend ubiquitiniert, zu den Lysosomen transportiert und abgebaut (Assil und Paludan
2023).
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Abbildung 2: Der cGAS-STING Signalweg

Autolysosome

dsDNA im Zytosol aus phagozytierten Zellen, Mitochondrien, Viren oder Bakterien wird von cGAS
gebunden, welches 2°,3-cGAMP aus ATP und GTP bildet. 2,3*-cGAMP bindet an STING, welches zum
Golgi-Apparat wandert und dort TBK-1 zu pTBK-1 phosphoryliert. pTBK-1 phosphoryliert IRF3, das
entstehende pIRF3 gelangt in den Nukleus und ist dort an der Transkription von ISGs beteiligt.
Zusammen mit Zytokinen und Interferonen wird so eine Immunantwort ausgel6st. Im Folgenden wird
STING durch Autophagie recycelt (Abbildung aus Passarella 2023).

1.4 Der Zusammenhang zwischen zellularer Autophagie und dem cGAS-STING

Signalweg

Aktuelle Studien zeigen, wie der cGAS-STING Signalweg mit der Autophagie verknupft ist. Bei
der Seeanemonenart Nematostella vectensis die STING-vermittelte Autophagie beschrieben
(Gui et al. 2019). Diese Seeanemonenart hat sich vor mehr als 500 Millionen Jahren von der
Entwicklungslinie des Homo sapiens abgespalten. Statt zu einer Freisetzung von Zytokinen
fuhrt die Aktivierung des cGAS-STING Signalwegs bei Nematostella vectensis zur Initiierung
der Autophagie. Daraus folgt, dass der Signalweg primar fur die Autophagie zustandig ist und

die Expression von Interferonen evolutionar gesehen neu hinzugekommen ist (Gui et al. 2019).

Die Verknipfungen zwischen der Autophagie und dem cGAS-STING Signalweg sind vielfaltig.

Das cGAS-Enzym interagiert direkt mit Beclinl, indem es mit dem Rubicon-Protein um die
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Superhelix-Domane des Beclinl Komplexes konkurriert (Liang et al. 2014). Im Gegensatz zu
cGAS hat das Rubicon-Protein einen inhibierenden Effekt auf die Autophagie (Nah et al. 2021).
Das cGAS-Enzym ist auRerdem ein Rezeptor fur LC3, in dem es mehrere LC3-interagierende
Regionen (LIRs) beinhaltet und somit die Autophagie aktivieren kann (Birgisdottir et al. 2013).
Das cGAS-Molekiil bildet 2:2 Komplexe mit dsDNA aus. Mehrere dieser Komplexe kénnen ein
Polymer bilden und eine Fliissig-Flissig Phasentrennung (Liquid-Liquid Phase Separation,
LLPS) verursachen (Du und Chen 2018). Diese LLPS wirkt wie ein Mikroreaktor, beschleunigt
den Signalweg und induziert damit die Autophagie (Noda et al. 2020).

Ahnlich wie bei cGAS hat das STING-Protein ebenfalls LIRs (Liu et al. 2019). Beim vesikularen
Transport des STING-Proteins vom ER zum Golgi-Apparat bildet sich das ER-Golgi
intermediare Zellkompartiment (ERGIC). An dieser Stelle findet die LC3-Lipidierung und die
Autophagosom-Bildung aus Vesikeln statt, die bei der Knospung (Budding) des ERs oder des
ERGICs entstehen (Ge et al. 2014). Bei einer Hemmung des Proteintransports vom ER zum
ERGIC durch Brefeldin A (BFA) ist die LC3-Lipidierung in 2°,3*-cGAMP-stimulierten Zellen
verhindert (Gui et al. 2019). Gui et al. konnten damit veranschaulichen, dass die Autophagie
eine wichtige Aufgabe des cGAS-STING Signalwegs ist. Zudem wird das STING-Protein
ausgehend vom Golgi-Apparat in Membranen, welche LC3-1l und p62 enthalten, eingeschleust
und mit Hilfe der Autophagie abgebaut (Mukai et al. 2016). Konno et al konnten in
Herzmuskelzellen zeigen, dass eine Dephosphorylierung von ULK1 (Ser555) tiber die AMP -
aktivierte Proteinkinase (AMPK) eine Phosphorylierung von STING (Ser366) bewirkt (Konno
et al. 2013). Diese Phosphorylierung des STING-Proteins am Ser366 fuhrt zu dessen

Inaktivierung.

Eine weitere Interaktion des cGAS-STING Signalwegs und der Autophagie ist die Beteiligung
von TBK-1 an der Reifung (Maturation) von Autophagosomen. TBK-1 kann das Cargoprotein
p62 phosphorylieren, welches dann das ubiquitinierte STING zum sich formierenden
Autophagosom bringt (Prabakaran et al. 2018). Zusétzlich zeigte sich, dass das Fehlen von
TBK-1 die Funktion der Mikrotubuli beeintrachtigt (Oakes et al. 2017). Mikrotubuli sind wichtig
fur den Transport der Autophagosomen und der Fusion mit Lysosomen (Webb et al. 2004).

Durch autophagosomalen Abbau von STING wird eine lUberschie3ende Zytokin-Freisetzung
vermieden (Abdullah et al. 2020). Neueste Studien belegen, dass fir den Abbau das STING-
Protein mit Ubiquitin und dem Tumor Suszeptibilitats-Gen 101 (TSG 101) gebunden werden
muss, um in Clathrin-umhallten Vesikeln zum Lysosom zu gelangen (Assil und Paludan 2023).
Durch diese vielschichtigen Wechselwirkungen zwischen Autophagie und dem cGAS-STING

Signalweg wird eine UberschieRende Induktion der Zytokin-Freisetzung vermieden.



1.5 Der Einfluss von Seneszenz und des cGAS-STING Signalwegs bei

neurodegenerativen Erkrankungen und im alternden Gehirn

Seit mehreren Jahren scheint es erwiesen zu sein, dass die Akkumulation geschadigter DNA,
zum Beispiel durch reaktive Sauerstoffspezies oder verkirzte Telomere, einer der zellularen
Faktoren ist, der zu Alterungsprozessen fihrt (Brasnjevic et al. 2008). Ursachlich hierfir ist
einerseits der vermehrte Zelltod (Apoptose) und andererseits der Abbruch der Zellteilung
(Zellseneszenz). Im Laufe der Zeit reichern sich in seneszenten Zellen 3-Galactosidase (SA
B-Gal) und diverse als Seneszenz-assoziierte sekretorische Phanotypen (SASP) bekannte
Zytokine, Immunmodulatoren, Wachstumsfaktoren und Proteasen an (Dimri et al. 1995, Young
und Narita 2009). Dies fiihrt in den betroffenen Zellen zu einer niedrigschwelligen,
langanhaltenden Entziindungsreaktion, die als ,/nflammaging’ bezeichnet wird (Olivieri et al.
2018). In Gehirnen von AD-Patienten und in AD-Mausmodellen hat man signifikant hohe
Mengen an SA B-Gal und SASPs in Progenitorzellen von Oligodendrozyten, den
Vorlauferzellen der Myelinscheide-bildenden ZNS-spezifischen Gliazellen, festgestellt (Zhang
et al. 2019).

Neuronale Zellen sind besonders empfindlich gegeniiber reaktiven Sauerstoffspezies, weil sie
einen hohen Energieumsatz und im Verhaltnis zu anderen Zellen des Organismus wenig
Glutathion als Antioxidans besitzen (Dringen 2000). Studien zeigen auch, dass sich in
Neuronen von alteren Mausen besonders viel geschadigte DNA befindet und die SA B-Gal
Aktivitat hoch ist (Sedelnikova et al. 2004, Jurk et al. 2012). Neue Studien zeigen die
Verflechtungen von Zellseneszenz und dem cGAS-STING Signalweg auf. Die Koaktivatoren
yes-associated protein (YAP) und transcriptional co-activator with PDZ-binding motiv (TAZ)
binden an verschiedenen DNA-Sequenzen, die fur die Zellproliferation wichtig sind. Eine
Hemmung dieser Proteine fiihrt in Fibroblasten zur Zellseneszenz und zur vermehrten
Alterung der Zellen (Sladitschek-Martens et al. 2022). Sladitschek-Martens und seine Kollegen
fanden heraus, dass die Zellseneszenz in den Fibroblasten durch den cGAS-STING

Signalweg eingeleitet und dieser durch YAP/TAZ gehemmt wird.

Im ZNS ist der genaue Ablauf von Entziindungsreaktionen bislang nur unzureichend erforscht.
Neuere Studien zeigen, dass Virusinfektionen den cGAS-STING Signalweg in Mikroglia und
Astrozyten aktivieren (Jeffries und Marriott 2017). In retinalen Ganglienzellen von Mausen
konnte gezeigt werden, dass eine direkte Aktivierung von STING mithilfe von 2°,3*-cGAMP
eine axonale Regeneration nach einer Verletzung induziert (Wang et al. 2022). Die Forschung
Uber den Einfluss des cGAS-STING Signalwegs in neuroinflammatorischen Prozessen ist jung

und mehr Studien auf diesem Gebiet sind fur ein besseres Verstandnis erforderlich.



1.6 Fragestellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression der Proteine des cGAS-STING Signalwegs und der
Autophagie im ZNS gesund alternder M&use zu untersuchen, um damit ein grundlegendes
Verstandnis dieses Signalweges im alternden Gehirn zu schaffen. Um verschiedene
Altersgruppen von M&ausen zu vergleichen, wurden die Tiere im Alter von 8, 24 und 108
Wochen jeweils als junge, erwachsene und alte Mause definiert. Es wurden quantitative
Analysen der Proteine des Signalwegs mit Hilfe des Western Blot Verfahrens durchgefihrt.
Kortex-Proben der Mause aus den drei verschiedenen Altersgruppen wurden hierzu
verwendet. Um eine Aussage Uber die altersabhdngige Verteilung der Proteine des
Signalwegs in verschiedenen Hirnarealen treffen zu kdnnen, wurde das STING-Protein in 20
pm dicken Frontalschnitten der Mausegehirne aller Altersgruppen immunhistochemisch
gefarbt und mikroskopisch untersucht. Insbesondere wurden die Bereiche der Cornu ammonis
1 (CAl) und des Gyrus dentatus (DG) im Hippocampus und der entorhinale Kortex (EC) im
Temporallappen immunhistochemisch analysiert. Der Hippocampus und der EC sind eine der

ersten Areale im ZNS, die bei der AD funktionell beeintrachtigt werden.
Somit fokussiert sich diese Arbeit auf folgende Fragestellungen:

- Welche Konzentrationen weisen ausgewahlte Proteine des cGAS-STING Signalwegs
und der Autophagie in den Mausekortizes bei den verschiedenen Altersgruppen auf?

- Ist in den untersuchten Gehirnarealen ein altersabhangiges Verteilungsmuster des
STING-Proteins zu erkennen?

- Inwelchen Zellen des ZNS (exemplarisch Neuronen, Mikroglia oder Astrozyten) ist das
STING-Protein hauptsachlich zu finden?
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Chemikalien wurden von Thermo Fisher Scientific, Carl Roth, Merck, Serva, Sigma-Aldrich

und Roche bezogen. Ausnahmen spezieller Chemikalien und Losungen mit Herstellerangaben

und Zusammensetzungsinformationen werden in den Methoden beschrieben. Fur alle

Versuche wurde, sofern nicht anders erwahnt, doppelt destilliertes Wasser (ddH,0) aus dem

Milli-Q Direct System (Merck Millipore) benutzt.

2.2 Liste der Primarantikorper

Antikorper Art, Klonalitat Anwendung, Hersteller,
Verdinnung Katalognummer
anti-R-Actin ms, monoklonal WB, 1:2000 Cell Signaling #3700
(8H10D10)
anti-Beclinl rb, polyklonal WB, 1:1000 Cell Signaling #3738
anti-cGAS rb, monoklonal WB, 1:1000 Cell Signaling #15102
anti-GFAP ch, polyklonal IHC, 1:500 Abcam (ab4674)
anti-GFAP rb, polyklonal WB, 1:1000 Synaptic System
173002
anti-lbal gt, polyklonal IHC, 1:1000 Abcam (ab5076)
anti-IRF3 rb, monoklonal WB, 1:1000 Abcam (ab68481)
anti-LC3A/B rb, monoklonal WAB, 1:1000 Cell Signaling #12741
(D3U4C)
anti-MAP2 gp, polyklonal WB, 1:1000 Synaptic System
188004
Anti-NeuN gp, polyklonal IHC, 1:1000 Synaptic System
266-004
anti-Phospho- rb, polyklonal WB, 1:1000 Cell Signaling
Beclinl (Ser30) #54101S
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anti-Phospho-IRF3 rb, polyklonal WB, 1:1000 Sigma-Aldrich
(Ser396) SAB5700435
anti-Phospho- rb, monoklonal WB, 1:500 Cell Signaling #5483
TBK1/NAK (Serl72)

(D52C2)
anti-Phospho-ULK1 | rb, monoklonal WB, 1:1000 Cell Signaling #5869
(Ser555)

(D1H4)
anti- p62 rb, monoklonal WB, 1:1000 Cell Signaling #5114S
anti-TBK1/NAK rb, polyklonal WB, 1:1000 Cell Signaling #3013
anti- rb, polyklonal WB, 1:1000 proteintech
TMEM173/STING

Cat no: 19851-1-AP
anti-ULK1 rb, monoklonal WB, 1:1000 Cell Signaling #8054

(D8H5)

Tabelle 1: Primarantikdrper, ms = Maus, rt = Ratte, rb = Kaninchen, ch = Huhn, gt = Ziege, gp =
Meerschweinchen, WB = Western Blot, IHC = Immunhistochemie

2.3 Liste der Sekundéarantikorper

Antikorper Art, Klonalitat Anwendung, Hersteller,
Verdinnung Katalognummer
Donkey anti-rabbit rb, polyklonal IHC, 1:500 Jackson Immuno
IlgG H&L (H+L) -Biotin Research (711-065-
152)
Cy™3 AffiniPure ch, polyklonal IHC, 1:1000 Jackson Immuno
Donkey Anti-Chicken Research (703-165-
IgY (IgG) (H+L) 155)
Cy™3 AffiniPure gt, polyklonal IHC, 1:1000 Jackson Immuno
Donkey Anti-Goat IgG Research (705-165-147
(H+L)
Cy™5 AffiniPure gp, polyklonal IHC, 1:2000 Jackson Immuno
Donkey Anti-Guinea Research (706-175-
Pig 1gG (H+L) 148)
Anti-rabbit IgG, HRP- | rb, monoklonal WB, 1:7500 Cell Signaling
linked Antibody Technology
#7074P2
Peroxidase AffiniPure | ms, polyklonal WB, 1:7500 Jackson Immuno
goat anti-mouse IgG Research (115-035-
(H+L) 146)
Peroxidase AffiniPure | gp, monoklonal WB, 1:7500 Jackson Immuno
Donkey Anti-Guinea Research (706-033-
Pig IgG (H+L) 148)

Tabelle 2: Sekundéarantikbrper, ms = Maus,

rb = Kaninchen, ch

Meerschweinchen, WB = Western Blot, IHC = Immunhistochemie

Huhn, gt = Ziege, gp =
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2.4 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden Wildtyp-Mause (Mus musculus) des Inzuchtstammes C57BLC/6J
und STING-Knock-out Mause der Linie B6(Cg)-Stingltml1.2Camb/J aus der Tierzucht des
Instituts fur Pharmakologie und Toxikologie (IPT) der Medizinischen Fakultat der Otto-von-
Guericke Universitat Magdeburg verwendet. Mause wurden in Gruppen von 5 - 6 Tieren, mit
einem zwolfstiindigen Hell-Dunkel Rhythmus (Lichtphase von 6-18 Uhr), einer Temperatur von
22+2°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50+10 % und einer Futter- sowie Wasserzufuhr
ad libitum gehalten. Die aktuellen europdischen Richtlinien (2010/63/EU) wurden eingehalten.
Die Tierversuche wurden vom Land Sachsen-Anhalt genehmigt (Referat fur Veterindrwesen,
Tierschutz, Tierarznei- und Futtermittel: Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt;
Lizenznummer: 42505-2-1507 UniMD Deutschland).

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Proteinextraktion aus Mausehirnen

- Homogenisierungspuffer: 1 x PBS-Puffer (pH 7,4) versetzt mit 1x cOmplete™, EDTA-
freier Protease-Inhibitor-Cocktail, 1x PhosSTOP ™

- 4 x SDS-Puffer: 250 mM Tris-Base titriert mit Salzsaure (HCI) auf pH 6,8, 4 % (v/v)
SDS, 40 % (v/v) Glycerin, 20 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 0,004 % (v/v) Bromphenolblau

FUr die Studie wurden 8, 24 und 108 Wochen alte Mause mit Isofluran Baxter (Baxter GmbH)
tief andsthesiert und anschlieBend mit einer Schere dekapitiert. Nach der Praparierung der
Gehirne wurden diese in kaltem Homogenisierungspuffer im Verhaltnis von 10 ml pro 1 g
Gehirn inkubiert. Das Gewebe wurde mit einem vorgekihlten Potter (Potter S, Sartorius) bei
900 rpm mit zwolf Hiben homogenisiert. Es wurde 4 x SDS in einem Verhaltnis 1:4 hinzugefigt
und bei hoher Viskositat 0,5 pl Benzonase (SigmaAldrich) beigefiigt. Die so hergestellten
Proben wurden bei 95 °C fur 5 min inkubiert und dann bei 4 °C und 14000 x g fir 20 min
zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf Reaktionsgefal

(Eppendorf AG) transferiert und bis zur weiteren Nutzung bei -20 °C gelagert.

Die Totung der Mause und die Entnahme der Gehirne wurden von Mitarbeiter*innen des
Instituts fr Pharmakologie und Toxikologie mit zertifizierter Qualifikation fir die Durchfihrung

von Tierversuchen vollzogen.
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2.5.2 Amidoschwarz Proteinbestimmung

- Farbelosung: 1,44 % (w/v) Amidoschwarz, 10 % (v/v) Essigséaure, 90 % (v/v) Methanol
- Waschlosung: 10 % (v/v) Essigsaure, 90 % (v/v) Methanol
- Stammldsung: 0,5 mg/ml Bovines Serumalbumin (BSA) Losung

- 0,1 M Natriumhydroxid (NaOH)

Um die Gesamtproteinmenge der jeweiligen Proben zu bestimmen, wurde eine Amidoblack-
Farbung durchgefuhrt (Badin und Herve 1965). Triplets der Proben und der BSA-Stammldsung
wurden nach dem Schema der Tabelle 3 auf einer 96-Well-Titerplatte (Eppendorf AG)
pipettiert. 10 ul der Proben wurde jeweils mit 90 pl ddH2O verdinnt und 200 pl der Amidoblack
Farbeldsung wurde zu jeder Probe hinzugefiigt. Nach einer Inkubation bei Zimmertemperatur
fur 10 min und Zentrifugation bei 3500 x g fur 10 min (Eppendorf AG, Zentrifuge 5810R), wurde
das entstandene Pellet mit 300 pl einer Methanol-Essigsaure Losung (9:1) gewaschen. Der
beschriebene Wasch- und Zentrifugationsvorgang wurde einmal wiederholt. Nachdem das
Pellet fur 30 min bei 37 °C trocknete, wurde es mit 300 pl einer 0,1 M NaOH Lésung unter
leichntem Schutteln gel6st. AnschlieRend wurde eine photometrische Messung bei 620
Nanometer (nm) mit einem Photometer (infinite® F50, Tecan) durchgefuhrt. Die gemessene

Extinktion wurde auf den BSA-Standard bezogen, um die Proteinmenge zu bestimmen.

Reihe ug BSA pl ddH>O pl BSA-Losung
A 0 100 0
B 2 96 4
C 4 92 8
D 8 84 16
E 12 76 24
F 16 68 32
G 20 60 40

Tabelle 3: BSA-Standard fur die Amidoschwarz Proteinbestimmung

2.5.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

- 4 x Trenngel-Puffer: 1,5 M Tris-Base mit Salzsdure (HCI) auf pH 8,5 titriert
- 4 x Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

- 40 % (v/v) Acrylamid + 2,04 g Bisacrylamid

- 30 % (v/v) Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) (Roth)

Zusammensetzung
4 x Puffer

Trenngel 5 %
6,84 ml

Trenngel 20 % Sammelgel 5 %
6,84 ml 9 ml
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87 % (v/v) Glycerin 1,8 ml 7,2 ml 8,28 ml
40 % (v/iv) Acrylamid 4,056 ml 16,2 ml -

30 % (v/v) Rotiphorese - - 5,76 ml
0,2 M EDTA 316,8 pl 316,8 pl 360ul
10 % (v/v) SDS 316,8 ul 316,8 pl 360 pl
TEMED (Sigma) 21,6 pl 21,6 pl 27,3 pl
10 % (w/v) 115,2 ul 72 pl 222,3 ul
Ammoniumperoxodisulfat

(Sigma)

0,5 % (v/v) Bromphenol - 96 ul -

Blau

0,2 % Phenolrot - - 175 pl
ddH>O 18,94 ml 1,392 ml 11,88 ml

Tabelle 4: Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamid Gels

Ldsungen:

- 1 x SDS-Puffer: 0,25 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) Glycerin, 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol,
62,5 mM Tris pH 6,8, 0,001 % (w/v) Bromphenol Blau

- Proteinmarker: Page Ruler, Page Ruler Plus

- 1 x Elektrophorese Puffer: 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1 % (v/v) SDS

- 1 x Western Blot Puffer: 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,02 % (v/v) SDS

- 1 x TBS: 20 mM Tris-Base, 0,8 % (w/v) NaCl

- 1 x TBS-T: 20 mM Tris-Base, 0,8 % (w/v) NaCl, 0,1 % (v/v) Tween-20

- 5 % (w/v) Magermilchpulver (Roth) in TBS oder TBS-T

- Nitrozellulosemembran (Protran BA85, 0,22 um, Li-Cor Biosciences)

- Ponceau S Farbelésung: 5 % (w/v) Ponceau S, 3 % (v/v) Essigsaure in ddH.O

- Chemolumineszente Detektionsreagenzien: Pierce™ ECL Western Blotting-Substrat,
SuperSignal™ West Femto

SDS-Page wurde nach dem Standardprotokoll von Cleveland et al. (1977) ausgefuhrt.
Gradientengele (5 - 20 %) wurden mit 30 pg Protein pro Spur beladen und die Trennung der
Proteine wurde mit 12 mA fir jedes Gel mittels einer Hoefer™ Mighty Small™ SE250
Elektrophorese-Unit (Amersham Biosciences) durchgefiihrt. Eine Coomassie Farbung wurde
mit jedem Gel, wie in Kapitel 2.5.4 beschrieben, durchgefiihrt. Die Proteine wurden
anschlieBend fur 1,5 h bei 200 mA und einer konstanten Temperatur von 4 °C auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen (Towbin et al. 1979). Darauffolgend wurden die
Membranen fiir 10 min in Ponceau S Lésung gefarbt. Uberschiissiges Ponceau S Lésung
wurde mit ddH>O und TBS entfernt. Um unspezifische Antikdrperbindungen zu verhindern,
wurden die Membranen fir 1,5 hin TBS mit 5 % Magermilch geblockt, anschlieRend mehrmals
mit TBS gesplilt und abschlie3end Gber Nacht mit dem jeweiligen Primarantikdrper bei 4 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Membrane fir jeweils 5 und 10 min mit TBS und TBS-
T gespllt, und anschlieend mit einem korrespondierenden Meerrettich Peroxidase (horse
radish peroxidase, HRP) -konjugiertem Sekundarantikbrper in 5%iger TBS-T Milch bei
Raumtemperatur fur 1,5 h inkubiert. Nachfolgend wurden die Membranen, wie zuvor
beschrieben, gewaschen und mit chemolumineszenten Detektionsmarkern ECL und Femto
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inkubiert. Fir die Visualisierung der Banden wurde das Odyssey® Fc Imaging System Model
2800 von LI-COR Biosciences genutzt. Die Signalintensitat jeder einzelnen Bande wurde mit
Hilfe der Image Studio™ Lite Software Version 5.0 (LI-COR Biosciences) quantifiziert und das
geladene Volumen der Proben mittels des [-Actin Signals normalisiert, um gleiche
Proteinkonzentrationen zu gewahrleisten.

2.5.4 Coomassie Brilliant Blau R250 Féarbung

- Coomassie Farbeldsung: 0,125 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R250, 50 % (v/v)
Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure

- Entfarbelésung: 7 % (v/v) Essigsaure

- Konservierungslosung: 50 % (v/v) Methanol, 5 % (v/v) Glycerin

Die Coomassie Farbung korrespondiert zur Gesamtmenge der geladenen Proteine in jeder
Spur des SDS-PAGE. Die Gele wurden nach dem Blotten tiber Nacht in ausreichender Menge
Farbelbsung inkubiert und anschlieRend mit der Entfarbeldsung entfarbt. Die Gele wurden so
lange entfarbt, bis distinkte Proteinbanden klar zu erkennen waren. Nun wurden die Gele Uber
Nacht in ddH-O inkubiert und am nachsten Tag mithilfe des ArtixScan F2 (Microtek) Scanners
und der SilverFast 8.0 Software digitalisiert und analysiert. Zuletzt wurden die Gele in der
Konservierungslésung fiir 5 min inkubiert und auf einem Trocknungsrahmen zwischen zwei

Cellophanfolien (Roth) getrocknet.

2.5.5 2,3'-cGAMP ELISA

FUr das ,Enzyme-linked Immunosorbent Assay‘ (ELISA) wurde das cayman chemical 2‘,3"-
cGAMP ELISA Kit (cayman chemical 501700) sowie das N-PER™ Extraktions-Reagenz fur
neuronale Proteine (Thermo Fisher Scientific 87792) verwendet. Mause im Alter von 8, 24 und
108 Wochen wurden mit Isofluran Baxter (Baxter GmbH) tief anasthesiert und anschliel3end
dekapitiert. Die Gehirne wurden mit dem N-PER™ Extraktions-Reagenz im Verhédltnis 1 g
Gewebe/ 10 ml Reagenz mit einem Potter (Potter S, Sartorius) mittels 12 Hiben bei 900 rpm
homogenisiert. Nach Inkubation der Proben bei 95 °C fiir 5 min, wurden diese bei 14000 x g
und 4 °C fur 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf Reaktionsgefal
transferiert und eine Amidoblack-Féarbung zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen wie in
Kapitel 2.5.2 beschrieben, durchgefuhrt. Anschliel3end wurde der 2',3*-cGAMP ELISA mittels
beschriebenem Kit entsprechend den Herstelleranweisung durchgefihrt. In Kirze: Jeweils 50

pl Probe mit einer Proteinkonzentration von 1 pg pro 50 ul wurden in ein Well pipettiert.
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Anschlielend wurden jeweils 50 ul 2°,3‘-cGAMP-HRP in allen Wells, aufder ,total activity“ (TA)
und ,blank® (BIk), pipettiert. Nachfolgend wurden 50 pl 2°3-cGAMP polyklonales Antiserum in
allen Wells, auler ,non specific binding“ (NSB), TA und BIk, pipettiert und die Platte Gber Nacht
bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde nach dreimaligem Waschen mit dem beigelegten
Waschpuffer, jeweils 175 pl der Tetramethylbenzidin-Substratldsung hinzugefuigt sowie jeweils
5 pl des Tracers bei TA. Die Platte wurde fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und mit 75
pl der HRP-Stoppldsung pro Well blockiert. Die photospektrometrische Messung der Proben
wurde mit einem Mikroplatten-Reader Infinite® F50 (Tecan) bei 450 nm durchgefuhrt.

2.6 Immunhistochemie

2.6.1 Free Floating‘ Immunfluoreszenzfarbung

- PLP-Fixierldsung: Natriumperjodat-Lysin-Paraformaldehyd Fixierlésung nach McLean
und Nakane: 30 ml Lysin-Puffer (0,1 M Lysin-HCI, 0,05 M Na;HPO4, pH 7,4), 0,54 g
Glukose geldstin 10 ml 16 % Paraformaldehyd (PFA) (16 % PFA (w/v) in PBS (Ambion)

- Saccharoseldsung: 30 % (w/v) Sucrose, 14 % (v/v) 0,2 M NaH2PO4*H20, 36 % (v/v)
0,2 M NazHPO4*H20

- TPBS: 0,12 % (w/v) Tris, 0,9 % NaCl, 0,025 % (w/v) NaH>PO4s*H,O

- TPBS-T: 0,12 % (w/v) Tris, 0,9 % (w/v) NaCl, 0,025 % (w/v) NaH,PO,*H.0, 0,3 % (v/v)
Triton X-100

- Avidin-Biotin Komplex Lésung (ABC-L8sung): VECTASTAIN® Elite® ABC-Kit (Vector
Laboratories) (0,5 % Reagenz A, 0,5 % Reagenz B)

- Biotin-Tyramin L6ésung: 0,15 % (w/v) Biotin-Tyramin, 0,03 % (v/v) von 30 % H2O: in
TPBS-T

Fur immunhistochemische Farbungen wurden Mause im Alter von 8, 24 und 108 Wochen mit
einer intraperitonealen Injektion mit 4%iger Chloralhydrat Losung (150 pl /10 g KOrpergewicht)
anasthesiert. Die Mause wurden auf einer Styroporplatte fixiert, um anschlie R3end den Thorax
zu erdffnen. Transkardial wurden 20 ml einer Natriumchlorid-Losung und 3 x 20 ml der PLP-
Fixierlosung in den Blutkreislauf perfundiert. Darauffolgend wurden die Mause dekapitiert, die
Gehirne prapariert und Uber Nacht bei Raumtemperatur in PLP-Fixierldsung inkubiert. Dieser
Schritt der Tétung und Entnahme der Mausegehirne wurde von fir die Durchfihrung von
Tierversuchen zertifizierten Mitarbeiter*innen des Instituts umgesetzt. Am Folgetag wurde die
PLP-Fixierlosung bis auf 1 ml entfernt und mit einer ausreichenden Menge Saccharoselésung

aufgefllt. Die so praparierten Gehirne wurden bei 4 °C fir 3 Tage inkubiert. AnschlieRend
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wurden die Gehirne mit einem Einbettmedium fur Kryoschnitte eingebettet und bei -70 °C
tiefgefroren. Letztlich wurden die Gehirne mittels Leica CM3050 S Kryostat (Leica) frontal in
20 pum dicke Scheiben geschnitten. Die Schnitte wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei 4 °C

in einer TPBS-Loésung mit 0,01 % Natriumazid aufbewahrt.

Alle Inkubations- und Waschschritte wurden unter konstantem, leichtem Schitteln
durchgefihrt. Vor der Farbung wurden die Schnitte drei Mal in TPBS gewaschen. Die
Permeabilisierung der Schnitte erfolgte durch 30 min Inkubation in einem TPBS/Ethanol
Gemisch (1:1). AnschlieRend wurden die Schnitte drei Mal fir je 5 min mit TPBS gewaschen
und anschlieBend mit dem Primarantikérper in TPBS-T und 1 % Pferdeserum Uber Nacht bei
4 °C im Dunklen inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte vier Mal fur je 5 min mit
TPBS-T gewaschen und anschlieend bei Raumtemperatur fur 2 h mit Biotin-konjugiertem
IgG (1:500 in TPBS-T mit 1 % Pferdeserum) inkubiert. Im Folgenden wurden die Schnitte drei
Mal mit TPBS-T fur 5 min gewaschen, gefolgt von einer 1-stindigen Inkubation mit ABC-
Losung. Nach 3 weiteren Waschschritten mit TPBS-T, wurden die Schnitte fir 20 min mit
Biotin-Tyramin L6sung inkubiert und anschlieRend nach 3 weiteren Waschschritten mit TBS-
T bei 4 °C uber Nacht mit Alexa Fluor 488-konjugiertem Streptavidin (1:2000 in TPBS-T mit
1 % Pferdeserum) und weiteren Primarantikdrpern im Dunklen inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Schnitte vier Mal mit TPBS-T fiir je 5 min gewaschen und mit dem wirtsspezifischen
Sekundarantikorper (1:1000 in TPBS-T mit 1 % Pferdeserum) fur weitere 4 h bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert. Anschlie3end wurden die Schnitte auf mit Gelatine bedeckten Objekttragern
(Superfrost® 26 x 76 mm, Roth) fir 30 min bei 37 °C getrocknet und fiir jeweils 2 min in 70,
80, 90 und 100 % Isopropanol sowie zweifach fur 5 min in Roti®Histol (Roth) inkubiert.
SchlieB3lich wurden die Objekttrager getrocknet, mit Neo-Mount™ (Millipore) bedeckt und mit
Deckglaschen (Menzel™ 11911998) eingebettet.

2.6.2 Bildgebung

Fur die Erstellung der mikroskopischen Aufnahmen wurde das konfokales Mikroskop Axioplan
2 imaging (Carl-Zeiss Jena) mit dem Objektiv EC Plan Neofluar 63x/1.40 Oil DIC M27 (AA =
0.19 mm) genutzt. Es wurden serielle Aufnahmen in der z-Achse (z-Stack) angefertigt, um ein
dreidimensionales Bild zu generieren. Diese z-Stack Aufnahmen wurden mit einer CCD-
Kamera Spot RT und der Software ZEN 2012 SP5 FP1 (schwarz) (Carl-Zeiss Jena, Version
14.0.9.201) erstellt. Die untersuchten Gehirnareale wurden mit Hilfe eines Atlanten (Franklin
und Paxinos 2008) aufgesucht und es wurden jeweils Bilder von mindestens drei Bildern pro
Gehirnareal und pro Hemisphare gemacht. Analysen wurden mit FIJI ImageJ (Version 2.0)
gemacht.
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2.7 Statistik

Alle Daten werden als Mittelwert + dem Standardfehler (SEM) entsprechend Gauf3scher
Verteilung oder als Medianwerte prasentiert. One-Way ANOVA-Tests und Tukey-Post-Hoc
Mehrfachvergleichstests wurden zur Prifung auf signifikante Unterschiede zwischen den
Altersgruppen verwendet. Die statistische Analyse wurde mit Version 8 von Prism (GraphPad
Software, USA) durchgefihrt. p-Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant
angesehen (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001), wie in der Legende der Abbildungen im

Abschnitt Ergebnisse angegeben.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es die Verteilung der Konzentration ausgewahlter Proteine des cGAS-
STING Signalwegs und der Autophagie in Mausen verschiedener Altersgruppen zu
bestimmen. Dazu wurden, wie in Kapitel 1.6 beschrieben, 8, 24 und 108 Wochen alte Mause
als junge, erwachsene und alte Mause definiert. Um die Proteinmenge der
Schlisselkomponenten des Signalwegs im ZNS der Mause zu ermitteln, wurde das Western-
Blot-Verfahren angewandt. Aufgrund der gegenseitigen Beeinflussung von autophagischen
Prozessen und dem cGAS-STING Signalweg wurden auch Effektorproteine der Autophagie
guantitativ analysiert. FlUr eine regionale und zelltypspezifische Analyse wurden
Frontalschnitte der Mausegehirne am entorhinalen Kortex (EC) und im Hippocampus am
Gyrus dentatus (DG) und Cornu ammonis 1 (CA1l) immunhistochemisch untersucht. Hierbei
wurde das STING-Protein als Schlisselkomponente des Signalwegs hinsichtlich

Signalintensitat und Lokalisierung in den Gehirnschnitten analysiert.

3.1 Quantitative Analyse von Komponenten des cGAS-STING Signalwegs in

Mausegehirnen unterschiedlicher Altersgruppen

Die Erkenntnis, dass der cGAS-STING Signalweg eine wichtige Rolle in
neuroinflammatorischen Prozessen spielen kann, legte nahe, die wesentlichen Proteine
dieses Signalwegs in Mausegehirnen quantitativ mittels WB-Verfahren zu bestimmen. Dazu
wurden die Proteine aus den Kortizes der Mause extrahiert (siehe Kapitel 2.5.1) und die
jeweilige Gesamtproteinmenge bestimmt (siehe Kapitel 2.5.2), bevor anschlieBend das WB-
Verfahren (siehe Kapitel 2.5.3) durchgefuhrt wurde. Mit diesem Verfahren konnten die
entscheidenden Proteine des Signalwegs identifiziert und quantifiziert werden (vgl. Abbildung
3 B-I).

Das erste untersuchte Protein war das cGAS-Protein. Eine signifikant hohere spezifische
Proteinmenge wurde bei 108 Wochen alten Mausen im Vergleich zu 8 und 24 Wochen alten
Mausen festgestellt (vgl. Abbildung 3 A, B). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der
Untersuchung von STING eine tendenzielle Abnahme der Proteinkonzentration mit
zunehmendem Alter, die sich zwischen 8 und 108 Wochen alten Mausen als signifikant erwies
(vgl. Abbildung 3 A, C). Bei den Konzentrationen von TBK1 und pTBK1 (Serl72), sowie beim
Verhdltnis zwischen pTBK1 und TBK1, wurden keine altersabhéngige Tendenzen beobachtet
(vgl. Abbildung 3 A, D-F). Das Verhéltnis der phosphorylierten und der nicht-phosphorylierten

Form eines Proteins kann Aufschluss dariiber geben, wie stark oder schwach das Protein in
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seiner Umgebung aktiv ist. Zwischen 8 Wochen und 108 Wochen alten Mausen wurde eine
deutliche Abnahme der Proteinkonzentration von IRF3, identifiziert, wobei fur pIRF3 (Ser396)
keine eindeutige altersabhangige Tendenz erkennbar war (vgl. Abbildung 3 A, G, H). Die
Tendenz des Verhéaltnisses zwischen pIRF3 (Ser396) und IRF3 ist zunehmend (vgl. Abbildung
310).
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Abbildung 1: WB-Analyse von Proteinen des cGAS-STING Signalwegs im Kortex alternder Mause

Reprasentative Western-Blots von Proteinen des cGAS-STING Signalwegs mit Actin als Ladungskontrolle
(A). Bestimmung der spezifischen Proteinkonzentrationen per Western-Blot mit Actin als Referenz von
cGAS (B), STING (C), TBK1 (D), pTBK1 (E), IRF3 (G) und pIRF3 (H). Die Verhaltnisse zwischen
phosphorylierter und unphosphorylierter Form von TBK1 und IRF3 sind in F und | dargestellt. Die Daten
wurden als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben. Die Abkiirzungen 8w, 24w und 108w stehen fur
Méuse im Alter von 8, 24 bzw. 108 Wochen. Die statistische Auswertung erfolgte mit einfaktorieller ANOVA
und dem Tukey Post-hoc Test (*p < 0,05, *p < 0,01, n = 6 mit je 3 technischen Replikaten, fur pIRF3 und
das Verhaltnis zwischen pIRF3/ IRF3 n = 3).
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Um die Menge an 2°,3'-cGAMP zu analysieren, wurde ein ELISA (siehe 2.5.5) durchgefihrt.
Hierbei zeigte sich eine deutliche Abnahme der 2°,3‘-cGAMP Konzentration bei 108 Wochen

alten Mausegehirnen im Vergleich zu 8 und 24 Wochen alten Tieren (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: 2',3'-cGAMP-Konzentration im Kortex alternder Mause

Statistische Analyse der mittels ELISA-Verfahren photometrisch bestimmter Konzentration von 2°,3'-
cGAMP in isolierten Kortizes von Mausen im Alter von 8, 24 und 108 Wochen. Bemerke: Die 2°,3'-
cGAMP-Konzentration nimmt bei 108 Wochen alten Mausen im Vergleich zu 8 und 24 Wochen alten
Mausen signifikant ab. Es wurden Proben aus jeweils sechs Tieren pro Altersgruppe untersucht (*p <
0,05, **p < 0,001).

Aufgrund der engen Relation der Autophagie und des cGAS-STING Signalwegs wurden die
Proteinmengen von Beclinl, Kofaktor der Autophagosom-Initiation (Liang et al. 2014), und
ULK1, wichtiger Regulator der Autophagie (Konno et al. 2013), in den Mausen der
verschiedenen Altersgruppe analysiert. Wie in Abbildung 5 A-D zu sehen ist, zeigten sich bei
ULK1 und pULK1l (Ser555) sowie dem Verhéaltnis zwischen pULK1l und ULK1 keine
Tendenzen einer altersabhangigen Konzentrationsveranderung. Bei pBeclinl (Ser30) ist im
Vergleich zu Beclinl eine signifikant hohere Konzentration des phosphorylierten Proteins in
den 108 Wochen alten Mausen verglichen mit 8 und 24 Wochen alten Tieren nachweisbar
(vgl. Abbildung 5 A, E, F). Das Verhaltnis zwischen pBeclinl zu Beclinl weist eine tendenzielle,
nicht signifikante Zunahme zugunsten der phosphorylierten Form auf (vgl. Abbildung 5 G). Die
WB-Analysen von p62 und LC3 zeigten keine signifikanten Veranderungen. Die Tendenz
erhohter Proteinkonzentration von p62 und LC3-1I sind bei 108 Wochen alten Mausegehirnen
im Vergleich zu den 8 und 24 Wochen alten erkennbar (vgl. Abbildung 6 A, B, D). Auch die
Proteinkonzentrationen von LC3-1 sowie das Verhéltnis zwischen LC3-1 und LC3-Il zeigen

nicht signifikant erhéhte Tendenzen (vgl. Abbildung 6 C, E).
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Abbildung 5: Quantitative Konzentrationsbestimmung ausgewahlter Proteine des cGAS-STING
Signalwegs im Kortex alternder Mause mit Relevanz fur Autophagie-Prozesse

Veranschaulichende Blots von ULK1 und Beclinl und der jeweils zugehdrigen phosphorylierten Form.
Als Ladungskontrolle wurde Actin gewahlt (A). Keine signifikanten Verénderungen der Proteinmenge
von Ukl (B), pULK1 (C) und Beclinl (E). Signifikant hdhere Proteinmenge von pBeclinl in den 108
Wochen alten Mausekortizes verglichen mit jingeren Altersgruppen (F). Die Ratio von pULK1/ULK1 (D)
und pBeclinl/Beclinl (G) zeigt keine signifikanten Veradnderungen der Phosphorylierung. Mause im
Alter von 8, 24 und 108 Wochen werden durch die Abkirzungen 8w, 24w bzw. 108w reprasentiert. Die
Ergebnisse wurden als Mittelwert + SEM angegeben. Die Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA und dem Tukey Post-hoc Test (*p < 0,05, n= 6 in jeder Gruppe mit drei bis sechs unabhéngigen
Experimenten (B-G).
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Abbildung 6: WB-Analysen von p62, LC3-I und LC3-Il im Kortex von Mausen unterschiedlicher
Altersgruppen

Repréasentative Western Blots mit Actin als Ladekontrolle (A). Die Daten zeigen tendenziell erhéhte
Menge an p62, LC3-I und LC3-II bei 108 Wochen alten Mausen verglichen mit 8 und 24 Wochen alten
Tieren (B-D). Das Verhéltnis zwischen LC3-11 und LC3-I ist bei den 108 Wochen alten Mausen im
Vergleich zu den jingeren M&usen erhéht (E). Mit den Abkurzungen 8w, 24w und 108w werden 8, 24
beziehungsweise 108 Wochen alte Mause reprasentiert. Die statistische Auswertung erfolgte mit
einfaktorieller ANOVA und dem Tukey Post-hoc Test (n = 6 in jeder Gruppe, mit drei bis sechs
technischen Replikaten).

3.2 Immunhistochemische Analyse der STING-Lokalisation in ausgewé&hlten

Bereichen des Mausehirns

Um eine zellspezifische, lokale Analyse des cGAS-STING Signalwegs im ZNS von Mausen zu
erreichen, wurden Frontalschnitte des Hirns mit verschiedenen Markern fir STING und ZNS-
spezifische Zellen (IBA1 fur Mikroglia, glial fibrillary acidic protein (GFAP) fiir Astrozyten,
microtubule-associated protein 2 (MAP2), Hexaribonukleotid-Bindungsprotein-3 (NeuN) flr
Neuronen) immunhistochemisch gefarbt (vgl. Abbildung 7 und 11). Fur die Signalverstarkung
der Farbung des STING-Enzyms wurden die Schnitte mittels Avidin-Biotin Komplex (ABC)
behandelt. Als Gehirnregionen wurden der Hippocampus mit dem DG und der CA1l
ausgewabhlt. Diese Gehirnareale sind wichtig fir die Konsolidierung von Gedachtnisinhalten

(Lee et al. 2004) und die Degeneration des Hippocampus spielt bei Demenzformen wie der
24



AD eine essenzielle Rolle (Mu und Gage 2011). Im Alter sind die synaptische Plastizitat und
die Neurogenese im DG vermindert (Farmer et al. 2004, van Praag et al. 2005). Als

reprasentative Region der Grof3hirnrinde (Kortex) wurde der EC ausgewahlt.

Die in Abbildung 7 dargestellten reprasentativen Farbungen der beiden Hippocampus-
Bereiche DG und CA1 sowie des EC zeigen eine Kolokalisierung des STING- und des IBA1-
Signals in allen untersuchten Gehirnregionen. Die kleinen gelben Pfeile im tGberlagerten Bild
(MERGE) in Abbildung 7 weisen beispielhaft auf einige STING und IBA1 positive Zellen hin.

Gyrus dentatus
(DG)

Cornu ammonis 1
(CA1)

Entorhinaler
Kortex (EC)

Abbildung 7: Immunfluoreszenzfarbung des Gyrus dentatus und der Cornu ammonis 1 sowie
des entorhinalen Kortex von 8 Wochen alten Mausen mittels Antikdrper gegen STING, IBA1 und
MAP2

20 pum dicke Frontalschnitte von 8 Wochen alten Mausen wurden immunhistochemisch mit Hilfe von
Antikérpern gegen STING (grun), IBAL (rot) und MAP2 (blau) geférbt. Die hier dargestellten Farbungen
zeigen reprasentativ die Kolokalisation von STING und IBA1 positiven Mikrogliazellen in den oben
angefiihrten Gehirnarealen der Maus. Die Kolokalisation von STING mit IBA1 zeigt, dass dieses Protein
im ZNS von Mausen vor allem in Mikrogliazellen exprimiert ist. Die Pfeile zeigen beispielhaft einige
Kolokalisationen im Uberlagerten Bild (Merge) auf. MaR3stab: 100 um
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3.2.1 STING und IBA1 im entorhinalen Kortex

Im EC wurde festgestellt, dass sich die Signalintensitat von IBA1 und STING im Alter
verringert. Im Gegensatz zu 8 Wochen alten Mausegehirnen ist bei 24 und 108 Wochen alten
Mausen eine signifikant geringere Signalintensitat der beiden Proteine, wie in Abbildung 8 A,
B, D dargestellt, zu finden. Bei der Anzahl STING und IBA1 positiver Zellen wurden keine
eindeutige Differenzenfestgestellt (siehe Abbildung 8 A, C, E).
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Abbildung 8: STING und IBA1 sind im EC von 8 Wochen alten Mausen am hdchsten exprimiert

Reprasentative Aufnahmen von STING und IBA1 positiven Zellen im EC von 8, 24 und 108 Wochen
alten Mausen (A). In 24 und 108 Wochen alten Mausen vermindert sich die Signalintensitat von STING
und IBA1 im Vergleich zur 8 Wochen alten Gruppe (B, D). Die Gesamtmenge der STING positiven
Zellen, sowie die IBA1 positiven Zellen zeigen im Alter keine signifikanten Veranderungen (C, E). Dabei
stehen 8w, 24w und 108w fur 8, 24 bzw. 108 Wochen alte M&use. Die Daten wurden als Mittelwerte +
SEM gezeigt. Die statistische Auswertung folgte mit dem einfaktoriellen ANOVA und dem Tukey Post-
hoc Test (***p < 0,0001, n = 6 in jeder Gruppe bei drei unabhangigen Experimenten). Fir die
Auswertung der Signalintensitat wurden 100-120 Zellen ausgewertet (B, D). Mal3stab: 100 pm
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3.2.2 STING und IBA1 im Cornu ammonis 1

In der CA1-Region wurde, wie in Abbildung 9 D gezeigt, keine Verdnderung bei der Intensitat
IBA1 positiver Zellen festgestellt. Bei der Signalintensitat von STING innerhalb der IBA1 Maske
wurde bei den 108 Wochen alten Mausen eine signifikant héhere Intensitat als bei 24 Wochen
alten festgestellt (9 A, B). Die Anzahl STING positiver Zellen ist zudem bei 108 Wochen alten
Tieren signifikant gréRer als bei 8 und 24 Wochen alten (9 A, C). Bei den IBA1 positiven Zellen
wurde kein Unterschied in den verschiedenen Altersgruppen festgestellt (9 A, E). Aufgrund der
erhohten STING Signalintensitat im Alter ist von einer moglichen Aktivierung des Signalwegs

in Teilen des Hippocampus auszugehen.
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Abbildung 9: Altersabhéngig signifikanter Anstieg STING positiver Zellen im CA1 der Maus

Reprasentative Aufnahmen von STING und IBA1 positiven Zellen von 8, 24 und 108 Wochen alten
Méausen im Bereich der CA1l (A). Eine Zunahme von STING positiven Zellen sowie eine héhere
Signalintensitdt von STING wurde mit zunehmendem Alter der Tiere festgestellt (B, C). Die
Signalintensitat von IBA1 zeigte keine Veranderung (D). 8w, 24w und 108w stehen dabei fir 8, 24
beziehungsweise 108 Wochen alte Mause. Eine nicht signifikante Zunahme wurde bei Mikroglia-Zellen
festgestellt (E). Es wurden die Mittelwerte + Standardfehler gezeigt. Die Auswertung erfolgte mit der
einfaktoriellen ANOVA und dem Tukey Post-hoc Test (*p < 0,05, *p < 0,01, ***p < 0,001). Es wurden
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beide Hemisphéaren pro Tier, bei 6 Tieren (n = 6) untersucht. Fir die Signalintensitat wurden 90-110
Zellen analysiert (B, D). Mal3stab: 100 pm

3.2.3 STING und IBA1 im Gyrus dentatus

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden im DG ebenfalls die Signalintensitat und die
Anzahl der Zellen, die sowohl STING als auch IBA1 positiv waren, quantifiziert (vgl. Abbildung
10 A — E). Bei Betrachtung der Anzahl wurden eine signifikante Zunahme der IBA1 positiver
Zellen (vgl. Abbildung 10 E), begleitet von einer geringfligigen, aber nicht signifikanten
Zunahme STING positiver Zellen festgestellt (vgl. Abbildung 10 C). Die IBA1-Signalintensitét
blieb Gber die verschiedenen Altersgruppen hinweg nahezu konstant (vgl. Abbildung 10 D),
wahrend die Signalintensitat von STING in den IBA1 positiven Zellen tendenziell leicht abnahm
(vgl. Abbildung 10 B).
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Abbildung 10: Altersabhangige Zunahme der IBA1 positiven Zellen im DG von Mausen

Veranschaulichende Aufnahmen von STING und IBA1 positiven Zellen im DG bei 8, 24 und 108 Wochen
alten Mausen (A). Im Vergleich zu den 24 und 108 Wochen alten Mausen wurde bei den 8 Wochen
alten Mausen eine Abnahme der Signalintensitat fir IBA1 und des STING-Proteins in der IBA1 Maske
gefunden (B). Die Zahl der STING positiven Zellen ist tendenziell bei den 108 Wochen alten Tieren
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hoéher als bei den jiingeren Mausegruppen (C). Eine nahezu konstante Signalintensitat von IBAL in den
verschiedenen Altersgruppen (D). Signifikant h6here Anzahl von Mikroglia wurden bei 108 Wochen
alten Mausen im Vergleich zu 8 und 24 Wochen alten Mausen gefunden (E). 8w, 24w und 108w stehen
respektive fur 8, 24 beziehungsweise 108 Wochen alte Mause. Die Werte wurden als Mittelwerte +
Standardfehler angegeben. Die Auswertung erfolgte mit der einfaktoriellen ANOVA und dem Tukey
Post-hoc Test (*p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001). Es wurden beide Hemisphéaren pro Tier, bei sechs
Tieren untersucht (n = 6). Fur die Signalintensitat wurden 90-110 Zellen analysiert (B, C). Mal3stab: 100
pm

3.2.4 Kolokalisation von STING mit Astrozyten- und Neuronenmarkern

Unsere Beobachtung, dass die Anzahl IBA1l positiver Zellen im Alter, bei gleichzeitiger
Zunahme STING positiver Zellen, unverandert bleibt, hat uns zu der Annahme geflhrt, dass
das STING-Protein auch in anderen Zelltypen des ZNS, wie Astrozyten oder Neuronen,
lokalisiert sein konnte. Kofarbungen mit GFAP fir Astrozyten und NeuN bzw. MAP2 fir
Neurone fuhrten, wie in Abbildung 7 und 11 veranschaulicht, zu vereinzelten Kolokalisierungen

von STING mit beiden Zelltypen.

Neuronen e Neuronen

Astrozyten

STING - - NeuN
Abbildung 11: Beispiel fur die Kolokalisation von STING mit Astrozyten (GFAP) und mit
Neuronen (NeuN) im DG

Reprasentative Aufnahme mit VergrolRerung eines Ausschnittes im DG eines 24 Wochen alten
Mausgehirns mit einer IF-Farbung von STING (griin), GFAP (rot) und NeuN (blau) zum Nachweis der
STING-Lokalisation in Neuronen und Astrozyten. Bemerke: Die Kolokalisation vom STING-Signal und
GFAP und NeuN sind mit den kleinen Pfeilen dargestellt. Maf3stab: 100 um

In Abbildung 12 wurden Korrelationsanalysen der Signalintensitaten zwischen STING und
IBA1, MAP2 und GFAP unter Verwendung des Pearson Korrelationskoeffizients durchgefiihrt.
Korrelationsanalysen wurden durchgefihrt, um zu illustrieren, in welchen Zelltypen (Neuronen,
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Mikrogliazellen und Astrozyten) sich das STING-Protein hauptséchlich befindet. Es zeigte sich
eine signifikante Abnahme des Korrelationskoeffezienten zwischen STING und MAP2 im CAl
bei 108 Wochen alten Mausen im Vergleich zu 8 und 24 Wochen alten Mausen (Siehe
Abbildung 12 E) und eine zwischen STING und GFAP im CA1 bei 108 Wochen alten M&ausen
im Vergleich zu 24 Wochen alten Mausen.
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Abbildung 12: Kolokalisationsanalyse von STING und IBA1l sowie GFAP und MAP2 in verschiedenen
Gehirnarealen von Mausen unterschiedlicher Altersgruppen.

Die Diagramme zeigen den Wert des Pearson Korrelationskoeffizienten zwischen den verschiedenen
Altersgruppen in den drei analysierten Gehirnarealen. Die Korrelationen der Signalintensitaten wurden
mit IBAL/STING (A-C), MAP2/STING (D-F) und GFAP/STING (G-I) durchgefiihrt. 8, 24
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beziehungsweise 108 Wochen alte Mause wurden mit 8w, 24w und 108w abgekiirzt. Die Werte wurden
als Mittelwert £ Standardfehler angegeben. Eine einfaktorielle ANOVA und der Tukey Post-hoc Test
wurde zur statistischen Auswertung genutzt (*p < 0,05, **p < 0,001). Aus beiden Hemisphéren des
Gehirns der Mause wurden die Regionen analysiert. Bei drei technischen Wiederholungen wurden je
sechs Tiere analysiert (n = 6).
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des cGAS-STING Signalwegs als moglichen Faktor beim
gesunden Altern des ZNS zu untersuchen. Hierfir wurden die Haupteffektorproteine des
Signalwegs im ZNS von Mausen analysiert. AuBerdem haben wir untersucht in welchen

Zelltypen des ZNS die Proteine des Signalwegs vor allem exprimiert werden.

Diese Arbeit zeigt, dass die Proteine des cGAS-STING Signalwegs unterschiedlich stark in
den verschiedenen Altersgruppen im Kortex exprimiert werden. Zudem zeigte sich eine
deutliche Kolokalisierung von STING und IBA1 positiven Zellen im EC und Hippocampus, was

einer hauptsachlichen Expression von STING in Mikrogliazellen entspricht.

4.1 Das Mausgehirn als Modell fir neuronales Altern

Fir die Veranschaulichung der cGAS-STING Aktivierung im ZNS im Verlauf des Alterns wurde
als Modellorganismus die Labormaus der Inzuchtlinie C57BL/6J genutzt. Vorteilhaft fur diese
Untersuchung ist, dass diese Mauszuchtlinie flr verschiedene Experimente im Hinblick auf
das Altern und altersbezogenen Erkrankungen wie der AD oder PD genutzt wird. Die
durchschnittliche Lebenserwartung einer Labormaus betragt etwa 2 Jahre (Liang et al. 2003).
Studien zeigen, dass sich Mause trotz der unterschiedlichen Lebensdauer mit Menschen eine
ahnliche systemische und organspezifische Physiologie teilen (Demetrius 2006). Fir die
Untersuchung altersspezifischer Veranderungen wurden im Rahmen dieser Arbeit 3
Altersgruppen ausgewahlit: 8 Wochen als jugendliches, 24 Wochen als erwachsenes und 108

Wochen als altes Aquivalent.

4.2 Gehirnregionen mit friithen Veranderungen im Alter

Quantitative Analysen in Form von WB und ELISA wurden anhand von Kortexproben von
Mausen durchgefuhrt. Der zerebrale Kortex ist evolutionsbiologisch gesehen der jlingste
ausdifferenzierte Abschnitt des Gehirns. Eine Atrophie und Funktionsverlust in verschiedenen
Arealen des zerebralen Kortex sind im Zusammenhang mit dem Altern beschrieben (Morrison
und Baxter 2012).

FUr diese Arbeit wurden DG und CA1l des Hippocampus und der EC fur die Analyse
ausgewabhlt, weil eine Fille an Studien die Atrophie dieser Regionen im Alter und insbesondere

deren Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen darstellt (Stranahan und
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Mattson 2010). Der EC ist eine der ersten und am schwersten von altersabhangiger Atrophie
betroffener Regionen des Neokortex (van Hoesen et al. 1991). Der DG ist einer der wenigen
Bereiche im ZNS wo sich durch Neurogenese neue Nervenzellen ausbilden kdnnen. Der
Hippocampus ist fur die Gedachtnisbildung unabdingbar. Diese Fahigkeiten des DG und des
Hippocampus nehmen im Alter jedoch ab. Eine Atrophie des Hippocampus wurde bei

neurodegenerativen Erkrankungen wie der AD festgestellt (Mu und Gage 2011).

4.3 Auswertung der quantitativen Daten

Vor der Auswertung der mittels quantitativer Western-Blot-Analyse erhobenen Ergebnisse
muss erwdhnt werden, dass hierbei keine differenzierte Analyse der unterschiedlichen
Zelltypen des ZNS mdoglich ist. Fur das WB-Verfahren und die ELISAs wurde der zerebrale
Kortex der Mause verwendet, da es insbesondere in der Kortex-Region zu wesentlichen

Umformungsprozessen wahrend des Alterns kommt (Morrison und Baxter 2012).

Die Menge an cGAS ist in den Kortizes der 108 Wochen alten Mause signifikant héher als in
den 8 und 24 Wochen alten Mausen (vgl. Abbildung 3 B). Interessanterweise ist die Menge
des vom cGAS produzierten sekundaren Botenstoffs 2‘,3'-cGAMP bei den 108 Wochen alten
Mausen signifikant geringer als bei den 8 und 24 Wochen alten Mausegehirnen (vgl. Abbildung
4). Die groflRere Menge an cGAS fihrt bei den 108 Wochen alten Mausen nicht zur Synthese
von mehr 2',3*-cGAMP, folglich ist die Aktivitat von cGAS im Alter geringer oder dieses wird
schneller abgebaut. Das Dinukleotid 2°,3*-cGAMP wird hauptsachlich von der Hydrolase
,ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1“ (Enpp1) abgebaut (Onyedibe et al.
2019). Wie sich der Abbau von 2°,3*-cGAMP durch Enppl im Alter verandert, ist nicht bekannt.
Mit 2°,3‘-cGAMP bildet cGAS-Komplexe aus, die eine LLPS verursachen (siehe Kapitel 1.5).
Diese LLPS fuhren dazu, dass die Aktivitdt von cGAS gesteigert wird und zusétzlich die
Autophagie aktiviert wird (Gui et al. 2019). Gui et al. fanden zudem heraus, dass eine
Behandlung von Fibroblastenzellen mit 2°,3‘-cGAMP die Formierung von Autophagosomen
induziert. Eine geringere Aktivitat von cGAS kann, durch eine verringerte Aktivierung der

Autophagie, eine reduzierte Degradierung fehlgefalteter Proteine bewirken.

Die verringerte Menge des sekundaren Botenstoffs 2°,3-cGAMP korreliert mit der verringerten
Proteinmenge des STING-Proteins (vgl. Abbildung 3 C). Fir eine konkretere Aussage muss
die phosphorylierte und somit aktivierte Form von STING betrachtet werden. Unsere Daten
zeigen, dass es in gesund alternden Mausen mdglicherweise zu einer Herabregulierung des
CGAS-STING Signalwegs kommt (siehe Abbildung 3 C, G). Im Gegensatz dazu findet beim
pathologischen Altern, wie bspw. bei neurodegenerativen Erkrankungen wie AD oder PD, eine

als ,Inflammaging‘ bezeichnete langfristige Entzindungsreaktion statt (Franceschi und
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Campisi 2014). Verdnderungen des STING-Proteins kdnnen unter Umstanden als Marker fur
altersbezogene Erkrankungen dienen. Studien belegen, dass Allel-Varianten des STING-
Gens, die eine verringerte Sensitivitat auf das angeborene Immunsystem aufweisen, beim
Menschen mit weniger neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind (Hamann et al.
2019). In Mausmodellen mit a-Synucleopathien, einem PD-Modell, konnte man zeigen, dass
STING durchgehend aktiviert wird (Hinkle et al. 2022).

Bei TBK1 und pTBK1 lassen sich aus den Analysen des WBs keine Tendenzen bestimmen
(vgl. Abbildung 3 D, E). TBK1 ist eine Schnittstelle der Neuroinflammation und der Autophagie
(Weidberg und Elazar 2011). Bisher noch nicht untersuchte Faktoren, kénnen eine Ursache
sein, dass keine klaren Tendenzen zur Aktivierung von TBK1 in dieser Arbeit erkennen lassen.
Das Verhdltnis zwischen pTBK1 und TBK1, welches keine Erhdhung oder Verringerung
zwischen den verschiedenen Altersgruppen aufweist, unterstreicht diesen Sachverhalt (vgl.
Abbildung 3 F). Ein erh6htes Verhaltnis wirde unter anderem flr eine Aktivierung tber das
STING-Protein sprechen. Ein verringertes Verhdltnis wirde im Gegensatz fur eine
Herunterregulierung des cGAS-STING Signalwegs sprechen. Gulen et al. konnten
nachweisen, dass die Inhibition des STING-Proteins in alten M&usegehirnen zu einer
Verringerung der pTBK1 Menge fuhrt. Dies verdeutlicht, dass der Signalweg von STING zu
pTBKL1 eine entscheidende Rolle im Enziindungsgeschehen alternder Mausegehirne spielt.
Wir hatten im Alter niedrigere pTBK1 Mengen erwartet. Moglicherweise spielen Interaktionen
mit anderen Proteinen eine Rolle und fuhren zu keiner eindeutigen Tendenz von pTBK1 im
Alter.

Im Unterschied zu TBK1 ist die Menge an IRF3 bei 108 Wochen alten Mausen geringer als
bei 8 und 24 Wochen alten Mausen (vgl. Abbildung 3 G). IRF3 wird in Folge einer Entziindung
aktiviert, eine Verringerung im Alter lasst auf weniger entzindliches Geschehen schlief3en
(Zhao et al. 2023). Die phosphorylierte Form von IRF3 ist der aktive Zustand des Proteins.
Hierbei haben wir keine signifikanten Veranderungen von pIRF3 festgestellt (vgl. Abbildung 3
H). Passarella hat die wesentlichen Gene, die von pIRF3 reguliert werden, untersucht. Die RT-
PCR ergab, dass die Gene von ISG 54, IFNa, und IFNB im Kortex der Mausegehirnen im Alter
herunterreguliert werden (Passarella 2023). Diese Ergebnisse unterstiitzen die in unserer
Arbeit dargelegten und zuvor beschriebenen Verringerung der IRF3 Menge (vgl. Abbildung 3
G).

Als wichtige Regulatoren der Autophagie haben wir auch eine quantitative Analyse von
Beclinl, ULK1 und der jeweiligen phosphorylierten Form beider Proteine durchgefiihrt. Beclinl
ist fUr die Initilerung der Autophagie essenziell, aul3erdem reguliert es die Akkumulierung von
Amyloid im Hirn von M&usen und Menschen (Jaeger et al. 2010, Pickford et al. 2008). Durch

eine Bindungsdoméne am Beclinl Komplex wird cGAS gebunden und die dsDNA im Zytosol
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kann somit durch die Autophagie abgebaut werden. Aul3erdem wird durch den Abbau von
cGAS in Form einer negativen Rickkopplung der cGAS-STING Signalweg herunterreguliert
(Liang et al. 2014). Bei Beclinl konnten wir keine signifikanten Veranderungen feststellen (vgl.
Abbildung 5 E). Wie in Abbildung 5 F zu sehen ist, ist bei 108 Wochen alten Mausekortizes
eine signifikant héhere Menge an Serinrest 30 (Ser30) phosphoryliertem Beclinl vorzufinden
als in 8 und 24 Wochen alten Mausekortizes. Die Autophagierate nimmt in verschiedenen
Tiermodellen mit dem Alter ab (Donati et al. 2001, Cuervo und Dice 2000). Somit hatten wir
eine Abnahme von pBeclinl im Alter erwartet. Die Phosphorylierung von Beclinl an Ser30
wird hauptséachlich durch ULK1 induziert, welches wiederum durch mTOR inhibiert und durch
den cGAS-STING Signalweg aktiviert wird (Deleyto-Seldas und Efeyan 2021). Aul3erdem
phosphoryliert zum Beispiel die Phosphoglycerat-Kinase 1 (PGK1) bei Hypoxie und
Glutaminmangel in Krebszellen Beclinl an Ser30 (Qian et al. 2017). Weitere Effektoren
kodnnen einen Einfluss auf diese Phosphorylierung von Beclinl haben und sind Gegenstand

der aktuellen Forschung.

Ulk1 kann Beclinl am Serinrest 30 phosphorylieren und somit die Autophagie induzieren. Vor
allem in Folge von Aminosauremangel oder in Zellen mit Torin-1 Behandlung kommt es durch
die Aktivierung von pBeclinl zu einer erhdhten Autophagierate (Park et al. 2018). Aus diesen
Griinden haben wir die Proteinmenge von Ulkl analysiert. Es wurden bei ULK1 keine
signifikanten Veranderungen festgestellt (vgl. Abbildung 5 B). Die Phosphorylierung von ULK1
am Serinrest 555 ist eine nicht kanonische Regulierung von Autophagie und dem cGAS-
STING Signalweg. Im Hinblick auf pULK1 (Ser555) wurden ebenfalls keine Veranderungen
festgestellt (vgl. Abbildung 5 C). Aufgrund der von uns zuvor gezeigten Abnahme der STING-
Protein Menge im Alter, hatten wir eine Abnahme der pULK1 (Ser555) Menge im Alter erwartet.
Eine mdgliche Ursache fur die fehlende Verdnderung der pULK1 Menge im Alter kdnnte darin
liegen, dass das Protein ULK1 mit zahlreichen anderen Proteinen interagiert, insbesondere im
Hinblick auf Autophagie und Proteinbiosynthese. Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, fihrt eine
Dephosphorylierung von pULK1 an Ser555 zu einer Phosphorylierung von STING an Ser366

und zu dessen Inaktivierung (Konno et al. 2013).

Wir untersuchten zusatzlich die Proteinmengen von p62 und LC3. Beide Proteine sind wichtig
fur die Elongation und Formation der Autophagosomen. Hierbei analysierten wir die
Proteinmengen Uiber das WB-Verfahren und haben eine nicht signifikant erhéhte Tendenz bei
den 108 Wochen alten Mausegehirnen fir p62 und LC3-II festgestellt (vgl. Abbildung 6 B, D).
LC3-ll ist die aktivierte Form von LC3 (Mizushima und Yoshimori 2007). Generell ist die
Autophagie im Alter beeintrachtigt, was zu einer verringerten Degradation von
Autophagosomen durch Lysosomen fiihrt. Die von uns beobachteten erhéhten Mengen von

p62 und LC3-Il Proteinen waren nicht statistisch signifikant. Hier kénnte eine groliere
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StichprobengrofRe moglicherweise zu einem signifikanten Ergebnis fiihren. In Gehirnschnitten
von Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen wie AD, PD und Amyotropher

Lateralsklerose wurde ebenfalls eine Akkumulierung von p62 beschrieben (Ma et al. 2019).

4.4 Region-spezifische Analysen von Proteinen des cGAS-STING Signalwegs

in Mausegehirnen

Fir die Analyse des cGAS-STING Signalwegs in den spezifischen Gehirnregionen der Mause
wurden wie in 4.1 besprochen der EC und im Hippocampus der DG und die CA1-Region
ausgewahlt. Vorerst wurden Farbungen mit Antikorpern gegen das STING-Protein
durchgefiihrt. In vorherigen Studien wurde die vorrangige Aktivierung des cGAS-STING
Signalwegs in Gliazellen wie Mikrogliazellen und Astrozyten wahrend einer Virusinfektion
gezeigt (Jeffries und Marriott 2017). Wir konnten bei Wildtyp-Mausen ohne einer Infektion oder
anderer Form einer ersichtlichen Entzindung zeigen, dass die priméare Lokalisierung des
STING-Proteins in den Mikroglia-Zellen ist (vgl. Abbildung 7). Diese Erkenntnis deckt sich mit
der Funktion der Mikrogliazellen als Teil des Immunsystems, welche fur die Immunantwort auf

Infektionen und den Abbau von Fremdkdrpern zustandig sind.

Der EC ist zusammen mit dem Hippocampus Teil des limbischen Systems und wichtig fur die
Langzeitpotenzierung und Gedachtnisbildung (Chrobak et al. 2000, Room und Groenewegen
1986). Aufgrund der Bedeutsamkeit fiir die Gedachtnisbildung ist der EC auch eine der ersten
Regionen im Kortex, welche durch Krankheiten wie der AD betroffen ist (van Hoesen et al.
1991). Der Hauptbeitrag (Input) aus dem Kortex kommt vom EC und gelangt in die molekulare
Zellschicht des DG und Giber CA3 in CA1 des Hippocampus (Frank et al. 2000). Bei Nagetieren
ist der EC unter anderem fur die Orientierung im Raum wichtig (Hgydal et al. 2019). Eine
Untersuchung der STING-Proteinmenge bei Mausen oder Ratten mit einer Beeintrachtigung
der EC-Region und die Untersuchung der Orientierungsfahigkeit dieser Tiere zum Beispiel in
einem Wasserlabyrinth kann weitere Aufschliisse Uber den Zusammenhang zwischen dem
CcGAS-STING Signalweg und einer Beeintrachtigung des Kurz- und Langzeit-Gedéachtnisses
geben (Redish und Touretzky 1998).

Wir konnten bei unseren immunhistochemischen Farbungen des EC zeigen, dass es bei 24
und 108 Wochen alten Mausen im Vergleich zu 8 Wochen alten Mausen zu einer signifikanten
Abnahme der Signalintensitaten von IBA1 und STING kommt (vgl. Abbildung 8 B, C). Diese
Abnahme der Signalintensitat von STING deckt sich mit der quantitativen Abnahme von
STING, die wir bei der WB-Analyse (vgl. Abbildung 3 C) gesehen haben. Hierbei muss
angemerkt werden, dass der EC nur einen kleinen Teil des Kortex ausmacht. Somit ist die

guantitative Abnahme von STING im Wesentlichen durch die anderen Kortex-Areale zu
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erklaren. Die verringerte STING-Menge und geringe Anzahl an Mikrogliazellen im Alter deuten
auf geringeres Entziindungsgeschehen hin. Im Umkehrschluss fuhrt eine Herbeifiihrung einer
Entziindungsreaktion mittels einer Injektion vom Tau-Protein in den EC von Mausen Uber die
Bindung am Polyglutamine Binding Protein (PQBP1) zu einer Aktivierung des cGAS-STING
Signalwegs (Jin et al. 2021).

Im Gegensatz zum EC ist bei der CA1-Region des Hippocampus eine signifikant hohere
Anzahl STING positiver Zellen bei 108 Wochen alten M&ausen verglichen mit 8 und 24 Wochen
alten zu finden (vgl. Abbildung 8 D). Zudem ist die STING-Intensitat in der IBA1 Maske der
Mikrogliazellen bei den 108 Wochen alten Tieren héher als bei den 24 Wochen alten (vgl.
Abbildung 8 C). Korrelierend zu den Ergebnissen im CA1 ist die Anzahl IBA1 positiver Zellen
im DG ebenfalls erhdht (vgl. Abbildung 9 E). Diese Tatsache deutet darauf hin, dass in den
Gehimmen der Alteren Tiere eine auf bestimmte Gehirnregionen begrenzte
Entzindungsreaktion mit Beteiligung von Mikroglia stattfinden konnte. Eine Atrophie der CA1-
und DG-Region des Hippocampus, die unter anderem durch Entziindungsreaktionen
verursacht wird, ist mit Hilfe von MRT-Studien bei Menschen schon bei friihen Stadien der AD
zu sehen (Flores et al. 2015, Wang et al. 2006). Weitere Studien an Mausen mit einer gezielten
Induktion einer Entzindungsreaktion sowie an Alzheimer Mausmodellen waren wichtig, um
eine Aktivierung des cGAS-STING Signalwegs in bestimmten Gehirnarealen, wie dem

Hippocampus, nachzuweisen.

Durch die immunhistochemischen Farbungen der Gehirnschnitte konnten wir zeigen, dass das
STING-Protein hauptsachlich in Mikrogliazellen lokalisiert ist. Darliber hinaus konnten wir
darstellen, dass auch in Neuronen und Astrozyten, wenn auch im geringeren Umfang, das
STING-Protein exprimiert wird. Es gibt nur wenige Studien, die eine Aktivierung des c GAS-
STING Signalwegs in Neuronen und Astrozyten veranschaulichen. Wang et al. 2022 konnten
zeigen, dass fur die axonale Regeneration des Sehnervs von Mausen die Aktivierung des
cGAS-STING Signalwegs notwendig ist. Hierbei wird die Freisetzung von Interferon Gamma
(IFNy) in den Schwannschen Zellen durch die Synthese von 2°,3-cGAMP durch cGAS
induziert. Dieses wandert dann in die Axone und bindet dort an STING und aktiviert die
Expression weiterer proinflammatorischer Zytokine (Wang et al. 2022). In unserer Studie
konnten wir zeigen, dass bei Mausen ohne Induktion des Signalwegs das STING-Protein
hauptsachlich im Soma der Neurone zu finden ist (vgl. Abbildung 10). Weitere Studien sind
notig, um zu erklaren, ob STING bei einem Entzindungsgeschehen, wie bei der axonalen
Regeneration des Sehnervs, auch in den Axonen der Nerven aktiv ist. In wenigen Fallen
konnten wir auch eine Kolokalisierung von GFAP positiven Astrozyten mit dem STING-Protein
finden. Wie in Kapitel 1.6 beschrieben, zeigen Studien eine Akkumulation von STING in

Astrozyten bei Virusinfektionen (Jeffries und Marriott 2017). Interessant ware eine Studie, die
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eine gezielte Induktion einer Entziindung im ZNS von Méausen durchfihrt, um zu untersuchen,
ob die Akkumulation von STING wéahrend eines Entziindungsgeschehens variieren kann (vgl.
Abbildung 11). In diesem Zusammenhang wére zu erwarten, dass sich eine erhéhte STING-

Akkumulation bei einem Entziindungsgeschehen zeigt.

Die Expression des STING-Proteins in den Neuronen und Astrozyten von verschiedenen
Gehirnarealen ist sehr heterogen und von Zelle zu Zelle unterschiedlich. Dadurch sind die
Analysen des Signalwegs in diesen Zelltypen im Gegensatz zu den Mikrogliazellen schwierig
(vgl. Abbildung 11 D-I). Daher haben wir den Pearson-Koeffizient zwischen den Farbungen
von STING und Mikrogliazellen, STING und Neuronen, sowie zwischen STING und Astrozyten
bestimmt (vgl. Abbildung 11). Die Werte des Koeffizienten (r) kdnnen zwischen 0 und 1 liegen,
wobei O keinen und 1 einen vollstdndigen linearen Zusammenhang, in diesem Falle eine
Kolokalisierung, darstellt. Die Interpretation der Korrelationskoeffizienten erfolgte geman
Cohen (1988), wobei ein Korrelationskoeffizient (r) von unter 0,3 als vernachlassigbare, von
0,3 bis 0,5 als moderat und zwischen 0,5 und 1 als stark angesehen wurde. Wie in Abbildung
12 A-C zu sehen ist, ist der Pearson-Koeffizient zwischen STING und den Mikrogliazellen
durchgehend zwischen 0,4 und 0,7. Die IBAl positiven Mikrogliazellen weisen somit
mehrheitlich eine hohe Ubereinstimmung der Kolokalisierung mit dem STING Signal auf.
Zwischen STING und den MAP2 positiven Neuronen wurde ein Pearson-Koeffizient zwischen
0,12 und 0,5 ermittelt (vgl. Abbildung 11 D-F). Eine signifikante Abnahme des Koeffizienten
wurde hier im CA1 der 108 Wochen alten Mause im Vergleich zu den 8 und 24 Wochen alten
Mausen festgestellt. Unsere Untersuchungen ergaben jedoch, dass MAP2 mdglicherweise
nicht der geeignete Marker fiir Neuronen in unserer Studie ist. In der CA1l-Region zeigt es
aufgrund seiner hohen Dendriten-Dichte ein zu allgemeines Signal. Fir prazisere Ergebnisse
wére NeuN ein geeigneterer Marker. Bei den GFAP positiven Astrozyten und STING ist der
Pearson-Koeffizient mit 0,09 bis 0,15 noch niedriger. Diese Daten zeigen ein heterogenes
Verteilungsmuster von STING, das hauptséachlich in Mikrogliazellen zu finden ist. In Astrozyten
ist die STING-Menge vernachlassigbar, wahrend bei Neuronen mit dem spezifischeren Marker
NeuN wahrscheinlich prazisere Ergebnisse erzielt werden kénnen. Ein Vergleich der STING-
CMenge und ihrer spezifischen Verteilung in Mausegehirnen, in denen eine Entziindung

induziert wurde, wére entscheidend fir eine fundierte Schlussfolgerung.

4.5 Klinischer Ausblick

In unserer Untersuchung an gesund alternden Mausen konnten wir nachweisen, dass der
CcGAS-STING Signalweg im Alter herunterreguliert wird. Es ware von besonderem Interesse

zu untersuchen, wie aktiv dieser Signalweg in Mausen mit einer gezielten Entziindung im
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zentralen Nervensystem ist. Im Anschluss an der Erstbeschreibung des cGAS-STING
Signalwegs wurden verschiedene Inhibitoren identifiziert, die an wichtigen Schritten dieses
Signalwegs agieren (Decout et al. 2021). Diese Inhibitoren kénnen potenziell die durch
Zytokine induzierte Entzindungsreaktion im zentralen Nervensystem hemmen. Angesicht der
Tatsache, dass die langfristige als Inflammaging bekannte Entzindungsreaktion eine mdégliche
Ursache fir neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson sein kénnte,
eroffnen diese Inhibitoren moglicherweise eine kausale, medikamentdse

Behandlungsperspektive fir diese Erkrankungen.

Hierbei ist au3erdem zu beachten, dass aufgrund einiger Unterschiede in den biologischen
Prozessen, dem Immunsystem und dem Stoffwechsel zwischen Mausen und Menschen die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse trotz hoher genetischer Ubereinstimmung begrenzt ist.
Weitere Forschung ist erforderlich, um die spezifischen Unterschiede zwischen Menschen und
Maus zu identifizieren und zu verstehen, die bei der Ubertragbarkeit der Ergebnisse

berticksichtigt werden missen.
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5 Zusammenfassung

Alterungsprozesse und kausale Behandlungsmdglichkeiten neurodegenerativer
Erkrankungen stehen im Fokus der aktuellen Forschung. Relevante Ursachen dieser
neurodegenerativen Erkrankungen sind die Dysbalance der Proteinhomdéostase und die als
Inflammaging bezeichnete langanhaltende, niederschwellige Entziindungsreaktion im ZNS.
Ein Faktor fur das Inflammaging kénnte der erst 2013 entdeckte cGAS-STING Signalweg sein,
der mit Hilfe des cGAS-Proteins DNA erkennt und mit STING, TBK1 und IRF3 unter anderem
die Transkription von Interferon Typ | stimulierenden Genen (ISG) induziert. Auf3erdem
aktiviert der cGAS-STING Signalweg die Autophagie.

Wir haben bei gesunden Mausen wesentliche Proteine des Signalwegs und der Autophagie
analysiert. Dafur haben wir in 8, 24 und 108 Wochen alten M&usekortizes per Westernblot
guantitativ die Menge der Proteine bestimmt. Darliber hinaus untersuchten wir in
Frontalschnitten des Gehirns von Mausen mittels Immunhistochemie die Verteilung des
STING-Proteins im entorhinalen Kortex, im Gyrus dentatus und im Cornu ammonis 1 im
Hippocampus. Wir konnten eine Abnahme der Menge von 2°,3'-cGAMP, STING und IRF3,
sowie eine Zunahme der Mengen von cGAS und pBeclinl in den Kortizes der Mause zeigen.
In der mikroskopischen Untersuchung der Gehirnschnitte identifizierten wir Mikrogliazellen als
Hauptlokalisation des STING-Proteins im ZNS, wéhrend vereinzelt Kolokalisationen auch mit
Astrozyten und Neuronen in allen drei Altersgruppen beobachtbar waren. Bei 108 Wochen
alten Mausen konnten wir eine Abnahme der Signalintensitat von STING im entorhinalen
Kortex und eine Zunahme der STING positiven Zellen im Cornu ammonis 1 des Hippocampus

feststellen.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass der cGAS-STING Signalweg im ZNS von gesund
alternden Mausen mdaglicherweise herunterreguliert wird. Ob dies auf eine Aktivierung der
Autophagie im Alter zurlickzufthren ist, bedarf weiterer Untersuchungen. Die Erkenntnis einer
maoglichen Herunterregulierung des Signalwegs und der damit verbundenen Abwesenheit
einer Interferon Typ | induzierten Entziindungsreaktion in gesund alternden M&usen kdnnte
dazu beitragen, dass als Inflammaging bezeichnete entziindliche Geschehen im Alter zu
reduzieren. Mogliche Inhibitoren dieses Signalwegs konnten eine kausale, medikamentdse
Therapie fiir durch Inflammaging verursachte neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer

und Parkinson darstellen.
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