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V. Zusammenfassung 

 

Das Darmepithel spielt eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Funktion und 

Integrität des Darms. Es dient als physische Barriere zwischen dem Inhalt des Lumens und dem 

darunter liegenden Gewebe. Gleichzeitig ist es an der Nährstoffaufnahme und der Immunantwort 

beteiligt. Zelleigene Alarmine, die auch als damage-associated molecular patterns (DAMPs) 

bezeichnet werden, und pathogen assoziierte Strukturmotive, pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs), treffen hier aufeinander. Eine effiziente Wundheilung und die Induktion von 

Entzündungsreaktionen bei Störungen der Homöostase oder Gewebsschädigungen der 

Darmbarriere sind für den Organismus lebensnotwendig. Ein Schlüsselmolekül, das an der 

Entzündungsreaktion während einer Schädigung oder Entzündung des Darmepithels beteiligt ist, 

ist High-mobility group box 1 (HMGB1). In den letzten Jahren wurde dieses Protein zunehmend als 

wichtiger Faktor in der Pathogenese von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED) 

sowie Darmkrebs beschrieben. HMGB1 wird sowohl während entzündlicher Darmerkrankungen 

als auch in Darmkrebsgewebe überexprimiert. Zudem korreliert die HMGB1-Konzentration in 

Serum und Stuhl von CED-Patienten mit einem erhöhten Schweregrad der Erkrankung.  

In Vorarbeiten zu diesem Projekt konnte bereits gezeigt werden, dass eine genetische HMGB1-

Defizienz in Darmepithelzellen den Krankheitsverlauf bei der chemisch induzierten DSS-Colitis 

der Maus signifikant verschlechtert, während diese keine Auswirkungen im Rahmen der 

bakteriellen C.rodentium oder chronischen T-Zell-induzierten Kolitis hat. Im Modell der 

spontanen Karzinogenese führte die epitheliale HMGB1-Deletion jedoch zu einer verstärkten 

Tumorbildung.  In dieser Arbeit wurde primär die kontextabhängige Funktion von epithelialem 

HMGB1 im DSS-geschädigten Darm untersucht, um die Reaktionen des Wirtes auf 

Darmverletzungen besser zu charakterisieren und potenziell eine Grundlage für weitere 

Therapieansätze zu schaffen.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine genetische epitheliale HMGB1-Defizienz 

keinen Einfluss auf die Funktionalität sowie die Proliferation und Migrationskapazität des Epithels 

in der frühen Phase der DSS-Colitis hat. Dies konnte durch BrdU- und Ki-67-Färbungen sowie 

durch Scratch-Assays verdeutlicht werden. Eine DSS-induzierte Entzündung an Organoiden in 

vitro führte zu einer vergleichbaren Induktion von Genen, die an der Entzündung beteiligt sind, 

sowie einem unveränderten Wachstumsverhalten. Dies weist auf eine unveränderte zelluläre 

Grundfunktionalität und Reaktionsfähigkeit in Abwesenheit von intrazellulärem HMGB1 hin. Die 

Integrität der Darmbarriere wird durch eine epitheliale HMGB1-Defizienz nicht beeinträchtigt. 

Dies konnte durch einen vergleichbaren Anstieg der Permeabilitätsmarker IFABP, DAO und 
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Zonulin im Serum nach 7 Tagen DSS-Behandlung gezeigt werden. Weiterhin war das 

Genexpressionsniveau von tight junctions zwischen Hmgb1ΔIEC und Hmgb1f/f vergleichbar, was auf 

vergleichbare Barriereeigenschaften bei Abwesenheit von epithelialem HMGB1 hindeutet. Die 

Analyse der epithelialen Sequenzierungsdaten zeigte eine stark abweichende Programmierung 

der Epithelzellen und in einem geringeren Maße eine transkriptionelle Veränderung der myeloiden 

Immunzellen in Hmgb1ΔIEC in der frühen Phase der DSS-Colitis. Die Reprogrammierung der 

Epithelzellen ist durch Veränderungen von Signalwegen charakterisiert, die mit dem Umbau der 

extrazellulären Matrix und ihrer Organisation assoziiert sind, was sich in einer veränderten 

Wundheilung oder einer veränderten Zell-Zell-Verbindung bei der Heilung der Läsionen 

ausdrücken könnte. Die veränderte Signalgebung an Epithelzellen und myeloiden Zellen steht 

vermutlich in Zusammenhang mit der Signalwirkung durch weitere PAMPs wie Lipopolysaccharid 

(LPS) und anderen Pathogenen im Rahmen der Colitis.  
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VI. Abstract 

 

The intestinal epithelium plays a crucial role in maintaining the function and integrity of the gut. It 

serves as a physical barrier between luminal contents and underlying tissues. Simultaneously, it 

is involved in nutrient absorption and immune responses.  This is also the location where 

endogenous alarmins, damage-associated molecular patterns (DAMPs), and exogenous 

structural motifs, pathogen-associated molecular patterns (PAMPS), converge. Efficient wound 

healing and induction of inflammatory reactions in response to disrupted homeostasis or tissue 

damage to the intestinal barrier are essential for the organism. A key molecule involved in the 

inflammatory response during damage or inflammation of the intestinal epithelium is High 

Mobility Group Box Protein 1 (HMGB1). In recent years, the protein has been identified as an 

important factor in the pathogenesis of chronic inflammatory bowel diseases (IBDs) and 

colorectal cancer. HMGB1 is overexpressed in inflammatory bowel diseases as well as in various 

bowel tumours. In addition, HMGB1 levels in serum and faeces of IBD patients are correlated with 

the severity of the disease. 

Preliminary work on this project has already shown that genetic HMGB1 deficiency in intestinal 

epithelial cells significantly worsens the course of disease in chemically induced DSS colitis in 

mice, whereas it has no effect in bacterial C. rodentium or chronic T-cell-induced colitis. However, 

in the model of spontaneous carcinogenesis, epithelial HMGB1 deletion led to increased tumor 

formation.  This work primarily investigated the context-dependent function of epithelial HMGB1 

in the DSS-injured intestine to better characterize host responses to intestinal injury and 

potentially provide a basis for further therapeutic approaches.  

In summary, this study showed that genetic epithelial HMGB1 deficiency has no effect on the 

functionality, proliferation, and migratory capacity of the epithelium in the early phase of DSS-

colitis. This was demonstrated by BrdU- and Ki-67-stainings as well as scratch assays. DSS-

induced inflammation on organoids in vitro resulted in comparable induction of genes involved in 

inflammation. Additionally, it results in unaltered growth behaviour, indicating unaltered baseline 

functionality and responsiveness in the absence of intracellular HMGB1. The integrity of the 

intestinal barrier is not impaired by epithelial HMGB1 deficiency, as demonstrated by a 

comparable increase of the permeability markers IFABP, DAO and zonulin in serum after 7 days of 

DSS-treatment. Furthermore, gene expression levels of tight junction genes was comparable 

between Hmgb1ΔIEC and Hmgb1f/f. Analysis of epithelial sequencing data revealed aberrant 

reprogramming of enterocytes and transcriptional changes of myeloid cells in Hmgb1ΔIEC in the 

early phase of DSS-colitis. Enterocyte reprogramming was characterised by changes in signalling 
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pathways related to extracellular matrix remodelling and organisation, which could be expressed 

in altered wound healing or altered cell-cell junctions during lesion healing. The altered signalling 

to enterocytes and myeloid cells is probably associated with the signalling effect of 

lipopolysaccharide (LPS) and other pathogens in the context of colitis.  
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1. Einleitung 

1.1. Grundlagen chronisch entzündlicher Darmerkrankungen 

 

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen (CED) sind durch chronische Entzündungen des 

Gastrointestinaltraktes gekennzeichnet und umfassen zwei idiopathische gastrointestinale 

Erkrankungen, die als Colitis Ulcerosa (CU) und Morbus Crohn (MC) bekannt sind. Eine weitere 

Form der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen, die weder CU noch MC zugeordnet 

werden kann, wird als Colitis indeterminata bezeichnet. Bei der CU sind die Mukosa und 

Submukosa des Dickdarms chronisch entzündet und weisen eine abnorme Aktivität des 

Immunsystems auf. Bei MC dagegen kann jeder Teil des gastrointestinalen Traktes entzündet sein. 

Oft sind jedoch einzelne Segmente (sog. patchy lesions) des Ileums oder Kolons betroffen.  Im 

Gegensatz zur CU ist bei MC die gesamte Darmwand entzündet, was zum Auftreten von Fibrose 

und Fisteln führt (Kobayashi et al., 2020; Tavakoli et al., 2021). Durch die chronische Entzündung 

bei CEDs kommt es zu intestinalen Schädigungen, die sich in Symptomen wie Übelkeit, Durchfall, 

rektalen Blutungen, Erbrechen sowie Schmerzen und Empfindlichkeit im Unterleib äußern 

(Baumgart & Sandborn, 2007; Strober et al., 2007). Obwohl CEDs im Fokus intensiver Forschung 

stehen, ist die Ätiologie von CU und MC noch nicht vollständig verstanden. Es gibt jedoch 

Hinweise darauf, dass sowohl genetische als auch umweltbedingte Faktoren und Änderungen der 

immunologischen Konstitution an der Entstehung von CEDs beteiligt sind. Diese Faktoren 

beeinträchtigen die Interaktion zwischen der Darmschleimhaut, den Bakterien des Darmlumens 

und Nahrungsbestandteilen, welches zu einem Zusammenbruch der geordneten Immunreaktion 

der Mukosa auf Darmpathogene führt. Zusammenfassend sind UC und MC somit chronische 

Erkrankungen mit remittierendem und rezidivierendem Charakter, die durch eine abnorme 

Inflammationsreaktion und gestörte Regulation der Immunantwort gekennzeichnet sind  (Hibi & 

Ogata, 2006; Manthey et al., 2021). CED Patienten weisen zudem ein erhöhtes Risiko auf, an 

einem kolorektalen Karzinom zu erkranken. Colitis-assoziierter Karzinome sind ein mit CED 

assoziierter Subtyp von Darmkrebs, der schwer zu behandeln ist und eine hohe Sterblichkeit von 

ca. 50% aufweist. Mehr als ein Fünftel der Patienten mit entzündlichen Darmerkrankungen 

entwickeln innerhalb von 30 Jahren nach Ausbruch der Krankheit ein kolorektales Karzinom 

(Terzic et al., 2010). Die chronische Entzündung des Darmes bei CED begünstigt die Entstehung 

von Neoplasien, die zu dysplastischen Vorläuferläsionen führen. Diese werden als 

Übergangsform von gutartigem zu bösartigem Tumorgewebe angesehen (Sato et al., 2023; Shah 

& Itzkowitz, 2022). 

Im 20. Jahrhundert waren chronisch entzündliche Darmerkrankungen hauptsächlich in den 

Ländern Nordamerikas, Europas und Ozeaniens verbreitet. Zu Beginn des 21. Jahrhunderts 
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entwickelten sich CEDs zu einem global auftretenden Krankheitsbild, mit zunehmender Inzidenz 

in den Ländern Asiens, Südamerikas und Afrikas, in denen sich die Gesellschaften stärker 

verwestlichen. Die geschätzte Prävalenz chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen nimmt in 

Nordamerika, vielen europäischen Ländern sowie in Australien und Neuseeland weiter zu. In 

Schwellenländern ist die Prävalenz noch gering, wird aber aufgrund der steigenden Inzidenz in 

diesen Ländern voraussichtlich weiter zunehmen (Kaplan & Ng, 2017; Molodecky et al., 2012; Ng 

et al., 2017). In China haben sich CEDs in den letzten 25 Jahren von einer seltenen Erkrankung zu 

einem weit verbreiteten Krankheitsbild entwickelt und sind für ein Viertel der 

gastroenterologischen und kolorektalchirurgischen Bettenbelegung verantwortlich (Kamm, 2017; 

Zhao et al., 2013).  

Die zunehmende globale Belastung durch chronisch entzündliche Darmerkrankungen stellt die 

Gesundheitssysteme weltweit vor große Herausforderungen bei der Behandlung dieser 

komplexen und kostenintensiven Erkrankung. In den Industrieländern wird das 

Gesundheitssystem mit einer Zunahme von CED aufgrund der alternden Gesellschaft konfrontiert 

sein und entsprechende Ressourcen für die Versorgung einplanen müssen. Schwellenländer 

müssen sich auf einen raschen Anstieg der Inzidenz und Prävalenz vorbereiten. Es wird geschätzt, 

dass die absolute Zahl der CED-Patienten in diesen Ländern bis 2025 der in den westlichen 

Ländern entsprechen wird (Kaplan, 2015; Ng et al., 2017; Zhou et al., 2018).  

 

1.2. Aufbau und Funktion des Darms 

 

Der Gastrointestinaltrakt umfasst sämtliche Organe des Verdauungstraktes von dem Mund bis 

hin zum Anus. Der obere Teil des Verdauungstrakts besteht aus Mund, Rachen, Ösophagus, 

Magen, Zwölffingerdarm, Jejunum und Ileum. Der darauffolgende Dickdarm wird weiterhin in den 

Blinddarm als Anhangsorgan, das Kolon und das Rektum unterteilt, welches in den Anus mündet. 

Histologisch besteht der Magen-Darm-Trakt aus vier konzentrischen Schichten: der Mukosa, der 

Submukosa, der Muscularis und der Adventitia. Bei Ösophagus und Rektum ist die Adventitia 

jedoch nicht ausgebildet (del Rocio Encarnacion-Garcia, 2022; G. et al., 2015) . 

Der Magen-Darm-Trakt stellt eine einzigartige Herausforderung für das Immunsystem von 

Säugetieren dar. Das Immunsystem gewährleistet, dass die Anwesenheit der luminalen 

Mikrobiota toleriert wird, ohne auf deren Stoffwechselprodukte zu reagieren. Gleichzeitig schützt 

das Immunsystem jedoch die Darmschleimhaut vor potenziell schädlichen Antigenen aus der 

Nahrung und eindringenden Pathogenen (Allaire et al., 2019). Das Darmepithel ist die größte 

Schleimhautoberfläche des Körpers, besteht aus einer einzigen Zellschicht und trennt das 
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intestinale Lumen von dem darunter liegenden sterilen Gewebe. Es ist für die Aufrechterhaltung 

der Darmhomöostase von großer Bedeutung (Zhang et al., 2015). Das Darmepithel ist in Krypten 

und Zotten organisiert und wird durch pluripotente Stammzellen, die sich an der Basis der Krypten 

befinden, stetig erneuert. Diese Struktur wird auch als intestinale Stammzellnische bezeichnet. 

Hier wird die Proliferation und Differenzierung der epithelialen Vorläuferzellen reguliert (Clevers, 

2013). Intestinale Epithelzellen wandern nach ihrer Differenzierung entlang der Krypten-Zotten-

Achse in Richtung des Darmlumens. Dieser Prozess ermöglicht beim Menschen eine vollständige 

Epithelerneuerung innerhalb von 3-5 Tagen (Chang et al., 2013). Das intestinale Epithel besteht 

aus verschiedenen Zelltypen mit spezifischen Funktionen (vgl. Abb. 1). Die Mehrheit der 

Darmlumen begrenzenden Zellen sind Enterozyten, welche Wasser und Nährstoffe absorbieren 

und so Stoffwechsel- und Verdauungsfunktionen besitzen. Paneth-Körnerzellen, die sich 

vorwiegend in der Basis der Krypten des Dünndarms befinden, produzieren antimikrobielle 

Peptide zum Schutz benachbarter intestinaler Stammzellen (Allaire et al., 2019). Ein weiterer 

Zelltyp sind enteroendokrine Zellen, die in mindestens acht unterschiedlichen Subtypen 

klassifiziert werden. Diese produzieren je nach Art unterschiedliche Schlüsselhormone der 

Verdauung und Absorption wie Sekretin oder Gastrin (Gribble & Reimann, 2019). Die primäre 

Funktion von Goblet- oder Becherzellen ist die Synthese und Sekretion von Mucin-

Glykoproteinen, welche wichtige Bestandteile des Mucus sind (Ma et al., 2018). 

Zusammenfassend bilden die verschiedenen Funktionen der Darmepithelzellen eine dynamische 

Barriere gegenüber der Umwelt, die den Wirt vor Infektionen und einer ständigen Exposition 

gegenüber potenziell entzündlichen Reizen schützt (Peterson & Artis, 2014; Zhang et al., 2015).  
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Abbildung 1: Intestinale Epithelzellen fungieren als Regulatoren der Barriere zwischen dem mikrobiell 
besiedelten Darmlumen und dem mukosalen Immunsystem. 

Die intestinale Stammzellnische enthält Epithel-, Stroma- und hämatopoetische Zellen und kontrolliert die 
kontinuierliche Erneuerung der Epithelzellschicht durch in der Krypta ansässige intestinale Stammzellen 
(IESCs). Ausdifferenzierte Intestinale Epithelzellen (IECs) wandern entlang der der Krypten-Villus-Achse in 
Richtung des Darmlumens (vgl. gestrichelter Pfeil). Sekretorische Becherzellen und Paneth-Zellen 
sezernieren Mukus und antimikrobielle Proteine (AMPs), um die Elimination von Bakterien and der 
Epitheloberfläche zu bewirken. Die Transzytose und die luminalen Freisetzung von sekretorischem 
Immunglobulin A (sIgA) tragen ebenfalls zu dieser Barrierefunktion bei. Gobletzellen transportieren 
luminalen Antigene und lebende Bakterien über die Epithelbarriere zu dendritischen Zellen (DCs) (Peterson 
& Artis, 2014). 

 

Die intestinale Barrierefunktion des Epithels ist neben der kontrollierten Proliferation und 

Apoptose von der adäquaten Funktion und Regulierung der tight junctions abhängig. Tight 

junctions koordinieren den Prozess der intestinalen Permeabilität, in dem der parazelluläre Spalt 

verengt oder seine Durchlässigkeit für Moleküle gezielt reguliert wird. Die zwei Proteinfamilien 

tight junction-associated MARVEL protein (TAMP) und Claudine steuern diese Barriere- und 

Passagefunktion. Die TAMP-Familie besteht aus Occludin, Marvel3D und Tricellulin. Die Claudine 

bestehen aus einer Superfamilie von 27 Proteinen, die z.T. selektive Känale für Kationen, Anionen 

oder Wasser bilden oder barrierebildende Eigenschaften besitzen (del Rocio Encarnacion-Garcia, 

2022; Su et al., 2009). Durch pathophysiologische Konditionen wie intestinale Entzündungen und 

Infektionen oder die Interaktion von Pathogenen kann die Zusammensetzung oder Häufigkeit von 

tight junctions verändert werden (Gunzel & Fromm, 2012; Martini et al., 2017). So wird z.B. bei 

Patienten mit CED eine veränderte Tight Junction Expression beobachtet (Takeuchi et al., 2004). 
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Dies kann zum Verlust der Barriereintegrität, dem sog. leaky gut, als charakteristisches Merkmal 

von CED beitragen und eine initiale entzündliche Signalkaskade durch das Eindringen von 

Bakterien in die Mukosa bewirken (Chelakkot et al., 2018). 

Worin genau der Beitrag von tight junctions zur Krankheitspathologie besteht, wird in der 

Forschung noch diskutiert. Es gibt allerdings hinweise, dass Anomalien der tight junction-Proteine 

trotz einer funktionalen Immunantwort bereits zu CED führen können (Arnott et al., 2000). Einige 

Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen Mutationen von tight junction assoziierten 

Proteinen mit der Entwicklung von CED und Zöliakie auf (van Bodegraven et al., 2006; Wapenaar 

et al., 2008). Die Mitwirkung von tight junction-Proteinen zur Pathogenese von CEDs wurde auch 

im Mausmodell und der murinen DSS-Colitis identifiziert  (Chelakkot et al., 2017; Madsen et al., 

1999). Weiterhin wurde gezeigt, dass TNF-α und IFN-γ die Permeabilität von tight junctions 

erhöhen, was zu einer Beeinträchtigung der epithelialen Barriere und Entzündung der Mukosa 

führt (Ma et al., 2005; Su et al., 2013).  

 

1.3. Das mukosale Immunsystem 

 

Das Immunsystem des Darms kann in die angeborene und adaptive Immunabwehr unterteilt 

werden, die beide in der Immunantwort bei CED eine wichtige Rolle spielen.  Angeborene 

Immunzellen wie Neutrophile, Makrophagen, Dendritische Zellen oder natürliche Killer T-Zellen 

bilden die erste Verteidigungslinie der Mukosa und lösen schnelle und unspezifische Reaktionen 

aus.   

Unter den Darmepithelzellen befindet sich die Lamina propria, eine Bindegewebsschicht, in der 

sich verschiedene Arten von myeloiden und lymphoiden Zellen befinden und den Großteil des 

intestinalen Immunsystems ausmacht (Shi et al., 2017). Diese Immunzellen steuern das 

Immunsystem des Darms durch Zytokinproduktion oder durch Kommunikation mit Zell-Zell-

Kontakten (Okumura & Takeda, 2016). Zusammen mit mesenterialen und caudalen Lymphknoten 

bildet sie eine Gruppe organisierter lymphatischer Gewebe, die als darmassoziierte lymphatische 

Gewebe (gut-associated lymphatic tissue, GALT) bezeichnet werden (Murphy et al., 2017). Peyer-

Patches sind Lymphknoten, die sich direkt in der Schleimhautwand des Dünndarms befinden und 

ebenfalls zu den GALT gehören. Sie besitzen direkten Zugang zum Darmlumen und sind als 

Ausstülpungen der Oberfläche des Darms zu erkennen. Zwischen den Epithelzellen befinden sich 

zudem CD8+ intraepitheliale T-Lymphozyten. Zusammen mit den Immunzellen der Lamina 

propria bilden sie die Effektorzellen des GALT und sind für die Aufrechterhaltung der Toleranz 
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gegenüber harmlosen Antigenen als auch für die Immunität gegen Krankheitserreger 

verantwortlich (Leung et al., 2011).  

Seit den 1950er Jahren dominierte die self-non-self -Theorie von F. M. Burnet die immunologische 

Forschung (Burnet, 1969; Burnet & Fenner, 1949). Nach dieser These unterscheidet das 

angeborene Immunsystem zwischen eigenen und körperfremden Strukturen. Während endogene 

Strukturen nicht vom Immunsystem erkannt und toleriert werden, werden exogene Entitäten 

erkannt und eine Immunantwort eingeleitet. Trotz mehrerer Überarbeitungen dieser These 

blieben immunologische Fragen in Bezug auf die Abstoßung von transplantierten Organen, das 

Vorkommen von Autoimmunerkrankungen, die Toleranz eines Fetus während der 

Schwangerschaft oder das Dulden kommensaler Bakterien bis in die 1990er Jahre ungeklärt 

(Cohn, 2017; Pradeu & Cooper, 2012). Dies führte zur Entwicklung der danger model-Theorie von 

P. Matzinger (Matzinger, 1994, 2001) . Demnach wird eine Immunreaktion vor allem durch das 

Vorhandensein einer Gefahr durch die Erkennung von Alarmsignalen initiiert, unabhängig davon, 

ob sie exogenen oder endogenen Ursprungs sind. Zur Erkennung dieser Alarmine besitzen 

dendritische Zellen und Makrophagen pattern-recognition-Rezeptoren (PRRs) wie toll-like-

Rezeptoren (TLRs) und NOD-like-Rezeptoren (NLRs) (Boyapati et al., 2016). Die Bindung von sog. 

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) oder damage-associated molecular patterns 

(DAMPs) an diese Rezeptoren führt zu einer Aktivierung mehrerer Signalwege und zur Produktion 

proinflammaotrischer Zytokine, Chemokine, sowie der Auslösung der Komplementkaskade, 

Initiierung der Phagozytose oder der adaptiven Immunität durch die Präsentation von Antigenen 

(Lu et al., 2022)  (Saez et al., 2023).  

PAMPs sind hochkonservierte Strukturbestandteile von Pathogenen und können vom 

Immunsystem erkannt werden. Dazu zählen LPS, Flagellin, virale RNA  oder Peptidoglykan 

(Matsuoka et al., 2007). DAMPs bestehen aus einer Vielzahl unterschiedlicher, körpereigener 

Moleküle, die durch Nekrose oder durch Zellschaden freigesetzt werden. Dazu zählen 

intrazelluläre oder aus der extrazellulären Matrix stammende Moleküle wie HMGB1, S-100-

Proteine, Hitzeschockproteine, Zellstoffwechselprodukte oder Nukleinsäuren aus geschädigtem 

Gewebe (Boyapati et al., 2016; Nanini et al., 2018).  Unter physiologischen Bedingungen befinden 

sich DAMPs intrazellulär oder sind in der extrazellulären Matrix gebunden. Nach Gewebeschäden 

werden diese extrazellulär freigesetzt und signalisieren dem Wirt eine Gefahr, um Entzündungs- 

und Reparaturprozesse zu initiieren (Boyapati et al., 2016). Werden DAMPs freigesetzt, können sie 

von anderen Zellen über die Interaktion mit zellulären Rezeptoren, den Pattern Recognition 

Receptors (PRRs), erkannt werden. Die PRR-Aktivierung führt zur Initiation intrazellulärer 

Signalkaskaden, zur transkriptionellen Hochregulierung inflammatorischer Gene, zur Produktion 

von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und Typ-I Interferonen sowie zur Rekrutierung 
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von Entzündungszellen wie Neutrophilen (Boyapati et al., 2016; Murao et al., 2021). Während die 

Bedeutung von DAMPs bei akuten Entzündungen gut dokumentiert sind, ist die Rolle bei 

chronisch entzündlichen Krankheiten weniger verstanden. Bei CEDs liegen erhöhte Level an 

DAMPs wie S-100-Proteinen, Interleukin 1α und HMGB1 vor, wodurch sie auch als Biomarker 

verwendet werden (Schoepfer et al., 2008; Tibble et al., 2000; Vitali et al., 2011).  

 

1.4. HMGB1: Funktion und Struktur 

 

High-mobility group box 1 (HMGB1) ist ein evolutionär stark konserviertes Protein, das je nach 

zellulärer Lokalisation unterschiedliche Funktionen hat und in nahezu allen eukaryotischen 

Zellen vorkommt. Im Nukleus fungiert HMGB1 als ein Transkriptionsfaktor, der die Genexpression 

verschiedener Gene reguliert. Bei Gewebeschäden und Nekrose wird HMGB1 passiv extrazellulär 

freigesetzt und bewirkt als prototypisches DAMP die Rekrutierung inflammatorischer Zellen und 

die Mediation von Signalen zwischen dendritischen Zellen, Makrophagen und NKT-Zellen (Lotze & 

Tracey, 2005). HMGB1 kann auch aktiv von Immunzellen freigesetzt werden (vgl. Abb. 2). 

Extrazelluläres HMGB1 ist in verschiedenen Prozessen wie Entzündung, Immunität, Migration, 

Proliferation oder Wundheilung involviert (Kang et al., 2014).  Ist HMGB1 aus Zellen freigesetzt, 

bindet es an Oberflächenrezeptoren. Die am besten beschriebenen HMGB1-Rezeptoren sind 

receptor for advanced glycation end products (RAGE), TLR2 und TLR4 (Bianchi, 2009; Yuan et al., 

2020). Die Signalübertragung durch RAGE führt zur Aktivierung des Nuklearfaktor-κB (NF-κB)-

Signalwegs sowie zur Signaltransduktion durch extracellular signal-regulated kinases  (ERK) und 

p38, welches zur Produktion der Zytokine TNF, IL-6 und IFN-γ führt. Die Aktivierung von TLR2 und 

TLR4 führt zur NF-κB-Aktivierung über das myeloid differentiation primary response protein 88 

(MyD88) (Lotze & Tracey, 2005; Zhong et al., 2020). 

 

 



22 

 

Abbildung 2: Intra- und extrazelluläre Funktionen von HMGB1 

Nukleäres HMGB1 ist vorübergehend und lose mit Nukleosomen verbunden, die aus fest gebundenem 
Chromatin und DNA bestehen (a). Hier ist es für die Steuerung der DNA-Transkription von Bedeutung. (d) 
HMGB1 kann von immunkompetenten Zellen wie Makrophagen und dendritischen Zellen nach Aktivierung 
durch bakterielle Produkte, wie Endotoxin, oder proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor 
(TNF), Interleukin-1 (IL-1) oder Interferon-γ (IFN-γ) sezerniert werden. (c) Während des programmierten 
Zelltods, der Apoptose, verbleibt HMGB1 durch die DNA-Bindung im Zellkern und wird nicht freigegeben. 
(d) Während der Nekrose hingegen wird HMGB1 passiv aus der Zelle freigesetzt und initiiert Entzündungs- 
und Reparaturprozesse. Adaptiert nach (Lotze & Tracey, 2005) 

 

Humanes HMGB1 besteht aus 215 Aminosäuren, die in zwei aufeinanderfolgenden DNA-

Bindungsdomänen, der HMG-A-Box und der HMG-B-Box-Domäne, gefolgt von einem C-

terminalen Schwanz und einer funktionell bedeutsamen N-terminalen Region unterteilt werden. 

Die nukleäre Lokalisation von HMGB1 ist auf zwei Kernlokalisierungssignale (NLS) 

zurückzuführen, die als NLS1 und NLS2 bezeichnet werden. Durch posttranslationale 

Modifikationen wie Acetylierung und Deacetylierung von NLS1 und NLS2 kann HMGB1 zwischen 

dem Zellkern und dem Zytoplasma shuttlen bzw. hin und her wandern (Chen et al., 2022). 

Insgesamt ist die Struktur von HMGB1 über alle Spezies hinweg evolutionär stark konserviert. Je 

nach zellulärer Lokalisation, tritt HMGB1 in drei verschiedenen Isoformen auf und interagiert mit 

 

b

c 
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unterschiedlichen Rezeptoren. Im Zellinneren liegt HMGB1 überwiegend in der vollständig 

reduzierten Redoxform (fully reduced) vor, während es im Zytoplasma durch reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) zu sulfonyl HMGB1 oxidiert wird. Während reduziertes HMGB1 eine 

Zellmigration-induzierende Aktivität ähnlich eines Chemoattractants besitzt, weist disulfid 

HMGB1 stattdessen eine Zytokin-induzierende Funktion (vgl. Abb. 3) auf. Sulfonyl HMGB1 hat 

weder eine Zellmigration-induzierende noch eine Zytokin-induzierende Aktivität (Antoine et al., 

2014). 

 

Abbildung 3: Die funktionelle Aktivität von HMGB1 wird durch den Redoxstatus bestimmt. 

In seiner vollständig reduzierten Form hat HMGB1 eine Zellmigration-induzierende Aktivität, aber keine 
Zytokin-induzierende Aktivität. In der teilweise oxidierten Form hat disulfid HMGB1 keine Zellmigration-
induzierte Aktivität, besitzt jedoch eine Zytokin-induzierende Aktivität. Die terminal oxidierte Form, 
Sulfonyl, hat keine bekannte Funktion. Adaptiert nach (Antoine et al., 2014). 

 

1.5. HMGB1: Rolle bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

 

Verschiedene Studien haben in der Vergangenheit gezeigt, dass HMGB1 bei der Pathogenese 

chronisch entzündlicher Darmerkrankungen beteiligt ist. So wurden anti-HMGB1-Antikörper im 

Serum von CU-Patienten gefunden, welche auch in signifikantem Zusammenhang mit der 

Krankheitsaktivität standen (Takaishi et al., 2012). Zudem korreliert die HMGB1-Konzentration im 

Stuhl und Serum von CED-Patienten mit dem Schweregrad der entzündeten Mukosa (Hu et al., 

2015; Liu et al., 2006). Daher kann HMGB1 auch als Biomarker zur Überwachung des 

Krankheitsverlaufes von CEDs verwendet werden. 

In der Vergangenheit wurde die Untersuchung der Funktionen von HMGB1 im Tiermodell durch 

die frühe postnatale Letalität von globalen HMGB1-Knockout Mäusen behindert (Calogero et al., 

1999). In den letzten Jahren wurden jedoch Mäuse mit konditionellem HMGB1-Knockout einzelner 

Gewebe entwickelt, die neue Forschungsmöglichkeiten bieten. In mehreren Studien wurde 
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festgestellt, dass die Anwendung eines Anti-HMGB1-Antikörpers oder eines HMGB1-Inhibitors zu 

einer Verringerung der Entzündung, einer Verringerung der Dickdarmpermeabilität und einer 

Verringerung des Gewichtsverlusts bei DSS-behandelten Mäusen führte (Chen et al., 2020; Dave 

et al., 2009; Lin et al., 2009; Maeda et al., 2007). Dagegen berichteten Zhu et al., dass ein 

genetischer HMGB1-Knockout in intestinalen Epithelzellen zu einer erhöhten Apoptoserate und 

der Verschlechterung einer chemisch-induzierten Colitis im DSS-Mausmodell führt (Zhu et al., 

2015). 

 

1.6. Zielsetzung 

 

HMGB1 ist ein ubiquitär vorkommendes Nukleoprotein, das proinflammatorische Funktionen 

besitzt, wenn es zellulär freigesetzt wird. Das Protein wird bei der Gewebsnekrose als DAMP 

passiv freigesetzt, kann aber auch aktiv von Immunzellen sezerniert werden. HMGB1-Spiegel im 

Stuhl und im Serum wurden als Marker für die Aktivität entzündlicher Darmerkrankungen und der 

Invasivität von Darmkrebs verwendet. Die genauen Mechanismen, durch die HMGB1 an der 

Pathogenese von CED beteiligt ist, sind bisher noch unklar und benötigen weitere Forschung.  

In Vorarbeiten dieses Projektes wurde bereits gezeigt, dass eine genetische HMGB1-Defizienz in 

intestinalen Epithelzellen den Krankheitsverlauf während einer chemisch induzierten murinen 

DSS-Colitis signifikant verschärft. Dagegen konnte in diesem Modell kein Einfluss einer HMGB1-

Defizienz in myeloider Zellen beobachtet werden. Erstaunlicherweise beeinflusste weder die 

epitheliale noch myeloide HMGB1-Defizienz den Krankheitsverlauf während der murinen 

infektiösen Citrobacter rodentium- oder der chronischen T-Zell-induzierten Colitis. In Anbetracht 

des Zusammenhangs von CEDs und einem damit einhergehenden erhöhten Risiko von 

kolorektalen Karzinomen wurden epitheliale und myeloide HMGB1- Defizienzen in Mausmodellen 

der spontanen und inflammatorischen kolorektalen Karzinogenese untersucht. Im ApcMin Modell 

der spontanen Karzinogengese wurde ein erhöhtes Auftreten von Tumoren im Zusammenhang 

einer epithelialen HMGB1-Defizienz nachgewiesen. Im Gegensatz dazu hatte eine myeloide 

HMGB1-Defizienz keine Auswirkungen auf die Tumorentwicklung oder das -wachstum. Die 

Kombination von Azoxymethan (AOM) mit einer anschließenden wiederholten DSS-Behandlung 

zur Nachahmung der Colitis-assoziierten Karzinogenese führte zu einer verringerten Tumorlast in 

myeloiden HMGB1-Defizienten Versuchstieren, während eine epitheliale HMGB1-Defizienz 

keinen Einfluss auf die Tumorgenese hatte (Fölsch, 2021). Gemeinsam deuten diese Vorarbeiten 

auf verschiedene zell- und kontextabhängige Funktionen von HMGB1 an der verletzten 

Darmbarriere hin.  
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In der vorliegenden Arbeit soll vor allem der starke Phänotyp der epithelialen HMGB1-Deletion im 

DSS-Modell der akuten Entzündung untersucht und die Reaktionen des Wirtes auf 

Darmverletzungen weiter charakterisiert werden Dazu werden Mäusen mit zellspezifischem 

genetischem HMGB1-Knockout in Epithelzellen im chemisch induzierten DSS-Colitis Modell 

untersucht. Die Analyse konzentriert sich hier vor allem auf die Charakterisierung der intestinalen 

Barriere in Bezug auf die Proliferation und Permeabilität sowie auf die Wundheilung und 

Aktivierung mechanistischer Signalwege in An- und Abwesenheit von intra- und extrazellulärem 

HMGB1. Ergänzt wird die Untersuchung durch die Sequenzierung HMGB1-defizienter 

Epithelzellen sowie der Analyse HMGB1-defizienter, intestinaler Organoide unter 

Normalbedingungen und während einer akuten Entzündung. Somit soll ein Rahmen für 

nachfolgende mechanistische und therapeutische Untersuchungen geschaffen werden, die neue 

Ansätze für die Behandlung chronisch entzündlicher Darmerkrankungen bieten. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Materialien 

2.1.1. Geräte 

 

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Geräte 

Gerät Hersteller 

BD BD FACSAria™ II Cell Sorter BD Biosciences, USA 

BD LSRFortessa™ BD Biosciences, USA 

Biowizard Xtra Line Clean Bench Kojair®, Finnland 

ChemiDoc XRS+ System BioRAD Laboratories, USA 

CO2 Incubator KM-CC17RU2 Panasonic Industry Europe GmbH, Deutschland 

Cooled Incubator MIR-154-PE Panasonic Industry Europe GmbH, Deutschland 

EASYstrainer Zellsiebe 40 μm und 70 μm  Greiner Bio-One GmbH, Deutschland 

ELx50/8 Microplate Strip Washer BioTek Instruments, Inc., USA 

Fusion FX Imager Vilber Lourmat, Frankreich 

Horizontale Gelkammer Hartenstein, Deutschland 

Improved Neubauer Zählkammer Hartenstein, Deutschland 

Infinite® F50 Mikroplatten Reader Tecan Trading AG, Schweiz 

Microtome Blades C53 Feather, Japan 

Microtome HM 550 Thermo Scientific™, USA 

Microwave HMT882L Bosch, Deutschland 

Mikroskop BZ-9000 (Biorevo) Keyence, Japan 

Multipette® E3 Eppendorf AG, Deutschland 

ND-1000 Spectrophotometer NanoDrop Technologies, USA 

OP Besteck Fine Science Tools, Inc., USA 

peqSTAR Thermocycler 732-3242 Peqlab, Deutschland 

PLE-N Präzisionswaage Kern und Sohn GmbH, Deutschland 

PowerPac™ Basic Power Supply BioRAD Laboratories, USA 

ProfiLab pH/mV-Meter pH 597 WTW, Deutschland 

Research plus pipettes Eppendorf AG, Deutschland 

Semi-dry Blotter nan, Deutschland 

Superfrost Plus Objektträger Thermo Scientific™, USA 
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Thermomixer Comfort Biometra®, Deutschland 

Tissue Cool Plate COP 20 MEDITE, Deutschland 

Tuberoller RS-TR5 Phoenix Instrument, Deutschland 

Viia™ 7 System Applied Biosystems™, USA 

Vortex-Mixer PV-1 Grant Instruments, UK 

Zentrifuge 5424R Eppendorf AG, Deutschland 

Zentrifuge 5810 Eppendorf AG, Deutschland 

 

2.1.2. Chemikalien und Reagenzien 

 

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalie/ Reagenz Hersteller 

Fluoreszeinisothiocyanat–Dextran, FD4-100MG, 

average mol wt 3,000-5,000 

Sigma-Aldrich, Deutschland 

Dextran sulfate sodium salt, approx. M.W. 

500,000 

Thermo Scienttific™, USA 

DMEM  Gibco™, USA 

1-beta-D-arabinofuranosyl-5-azacytosine 

(C6645) 

Sigma-Aldrich, Deutschland 

BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine), Thymidine 

analog 

Abcam, USA 

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml) Gibco™, USA 

1,4-Dithioerythritol (DTE, D8255) Sigma-Aldrich, Deutschland 

10x MM (B71) Thermo Scientific™, USA 

Acrylamid (T802.1) Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland 

Advanced DMEM/F12 Gibco™, USA 

Alcian-Blue Staining Solution Sigma-Aldrich, Deutschland 

Ammonium Persulfat (APS) PanRreac AppliChem 

Antibody Diluent Dako North America, Inc., USA 

Aprotinin Sigma-Aldrich, Deutschland 

BD Matrigel Growth Factor reduced; Phenol red 

free 

BD Biosciences, USA 

Benzamidine Sigma-Aldrich, Deutschland 

Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich, Deutschland 
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CD326 (EpCAM) MicroBeads Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG 

Collagenase Typ I (C0130) ≥ 125 CDU/mg Sigma-Aldrich, Deutschland 

Corn oil Sigma-Aldrich, Deutschland 

CryoStor™ CS10 Stemcell Technologies, Kanada 

Dako EnVision+ System- HRP Labelled Poly-mer 

Anti-Rabbit (K4003) 

Dako North America, Inc., USA 

Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen System 

(K3468) 

Dako North America, Inc., USA 

Dextran-Natriumsulfat (DSS) M.W.=36.000-

50.000 Da 

MP biomedicals 

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (4984.1) Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland 

DNase I recombinant (A3778,0050) 5278 U/mg PanRreac AppliChem 

dNTPs (R72501) Invitrogen, USA 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) 

ohne Calcium und Magnesium (D8537-500ML) 

Sigma-Aldrich, Deutschland 

EDTA – Solution pH 8.0 (A3145,1000) PanRreac AppliChem 

Entellan® new (1.07961.0100) Merck GKaA, Deutschland 

Eosin G-Lösung 0,5 % wässrig Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland 

Ethanol, vergällt ≥99,8% Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland 

Fetal Calf Serum (FCS), heat inactivated Gibco™, USA 

Formaldehyde solution (F8775-25ML) Sigma-Aldrich, Deutschland 

Glycerol (G7757-1L) Sigma-Aldrich, Deutschland 

Goat Serum (X0907) Dako North America, Inc., USA 

Hämalaun Lösung nach Mayer Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland 

HBSS 10X (14065-056)  Gibco™, USA 

HEPES (H4034-500G) Sigma-Aldrich, Deutschland 

Intesticult™ Organoid Growth Medium (Mouse) Stemcell Technologies, Kanada 

Kaliumchlorid (6781.1) Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (1.04873.1000) Merck GKaA, Deutschland 

LE Agarose (84004) Biozym Scientific GmbH 

Leupeptin (L2884) Sigma-Aldrich, Deutschland 

LPS aus E. coli Sigma-Aldrich, Deutschland 

Magermilchpulver Spinnrad GmbH, Germany 
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Methanol (1437.2511) ChemSolute® (Th. Geyer) 

Midori Green (MG08) Nippon Genetics Europe GmbH 

Natriumchlorid Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland 

Natriumorthovanadat (S6508-10g) Sigma-Aldrich, Deutschland 

PageRule™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 -

250 kDa 

Thermo Scienttific™, USA 

Percoll GE Healthcare Life Sciences, UK 

PMSF (P-7626) Sigma-Aldrich, Deutschland 

Polybrene  

Protein Block Serum-Free Ready-to-Use (C0909) Dako North America, Inc., USA 

Proteinase K, recombinant (03115828001) Roche Diagnostics GmbH, Deutschland 

Puromycin, 10 mg/ml in destilliertem Wasser Thermo Scientific™, USA 

Roti®-Histofix 4% Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland 

RPMI-1640-Medium   Gibco™, USA 

RPMI-1640-Medium + GlutaMAX™ Gibco™, USA 

Sodium dodecyl sulfate (SDS), ultra pure (2326.2) Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland 

Tamoxifen (10540‐29‐1) Sigma-Aldrich, Deutschland 

TaqMan™ Fast Advanced PCR Master Mix TaqMan™ Fast Advanced PCR Master Mix 

Taq-Polymerase Thermo Scientific™, USA 

Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma-Aldrich, Deutschland 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (1.06448.1000) Merck GKaA, Deutschland 

Triton™ X-100 (T8787-100ML) Sigma-Aldrich, Deutschland 

Trizma® base (T1503-1KG) (Tris base) Sigma-Aldrich, Deutschland 

Trizma® hydrochloride (T5941-500G) (Tris HCl) Sigma-Aldrich, Deutschland 

Trypan Blue solution 0.4% for microscopy Sigma-Aldrich, Deutschland 

TrypLE™ Express Enzyme 1x, no phenol red Life Technologies 

Trypsin-EDTA (0,05 %), phenolrot Gibco™, USA 

Tween® 20 (A4974,0250) PanRreac AppliChem 

UltraPure™ Destilled Water (10977-035) Invitrogen™, USA 

Wasserstoffperoxid (1.07209.1000) Merck GKaA, Deutschland 

Xylol ChemSolute® (Th. Geyer), Deutschland 

Y-27632 (Ab120129) Abcam, USA 
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2.1.3. Kits 

 

Tabelle 3: Liste kommerzieller Kits 

Kit Hersteller 

Fabp2 PicoKine™ ELISA (EK1622) Boster Biological Technology, USA 

High-Capacity cDNA Reverse Transkription Kit 

(4368814) 

Thermo Scienttific™, USA 

IBL International HMGB1 ELISA IBL International/ Tecan, Deutschland  

Mouse IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet ELISA R&D Systems,  USA 

Mouse IL-6 DuoSet ELISA R&D Systems,  USA 

Mouse TNF-alpha DuoSet ELISA R&D Systems,  USA 

Mouse Zonulin (ZUN) ELISA Kit (MBS93634444) MyBiosource, USA 

NucleoSpin® RNA Mini Kit Macherey Nagel GmbH und Co. KG, Deutschland 

Pierce™ BCA Protein Assay kit (23227) Thermo Scientific™, USA 

Proteome Profiler™ Mouse Cytokine Array Panel 

A 

R&D Systems,  USA 

Proteome Profiler™ Phospho-Kinase Array Kit R&D Systems,  USA 

RNeasy® Mini Kit Qiagen GmbH, Deutschland 

Sandwich ELISA Kit for Amiloride Binding Protein 

1 (ABIN6962868)  

antibodies-online GmbH, Deutschland 

Super Signal West Dura Chemiluminescent 

Substrate (34075) 

Thermo Scientific, USA 

 

2.1.4. Software 

 

Tabelle 4: Software 

Software Hersteller 

Magellan™ Tecan Trading AG, Schweiz 

BD FACSDiva™ Software BD Biosciences, USA 

Evolution Capt Vilber Lourmat, France 

FlowJo Software Tree Star, USA 

GraphPad Prism 10 GraphPad, USA 

ImageJ Wayne Rasband (National Institutes of Health), 

USA 
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QuantityOne Software BioRAD Laboratories, USA 

ViiA™ 7 System Applied Biosystems™, USA 

 

2.1.5. Puffer und Lösungen 
 

Tabelle 5: DTT Puffer 

Menge Reagenz 

10 ml 10ml  10x HBSS 

10 ml 10ml 10x HEPES 

10 ml 10ml FCS heat-inactivated 

70 ml 70ml VE-H2O 

15,4 mg DTT; frisch hinzugeben 
 

Tabelle 6: Collagenase Puffer 

Menge Reagenz 

5 ml  fRPMI 

50 µl Collagenase (100mg/ml) 

50 µl Collagenase (100mg/ml) 

 

Tabelle 7: RIPA Puffer 

Menge Reagenz  

5 mM EDTA 

0.1% SDS 

150 mM NaCl 

50 mM Tris HCl 

1,0% Triton-X 100 

0,5 % Natrium Deoxycholat 

pH mit HCI auf 7,4 einstellen 
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Tabelle 8: RNAse Puffer 

Menge Reagenz 

0,363 g Tris base 

0,0876 g EDTA 

Ad 300ml  VE-H2O lösen  

pH 8,0 einstellen 

 

Tabelle 9: MACS Puffer 

Menge Reagenz 

Ad 100 ml 1x PBS 

1 ml  FCS heat-inactivated 

0,1 % EDTA 

 

Tabelle 10: Lämmli Puffer 

Menge Reagenz 

1,5 g 250 mM Tris/HCl 

5 ml 10% SDS 

25 ml 50% Glycerol 

3,86 g 0,5 M DTT 

Ad 50 ml VE-H2O 

 

Tabelle 11: 6% Sammelgel Stock (SDS-Page) 

Menge Reagenz 

12,5 ml 40% Acrylamid 

12,5 ml 1,5 M Tris pH 6,8 

 10 % SDS 

74 ml VE-H20 
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Tabelle 12: 12% Trenngel Stock (SDS-Page) 

Menge 12% Trenngel (SDS-Page) 

30 ml 40% Acrylamid 

25 ml 1,5 M Tris pH 8,8; 

1 ml 10 % SDS 

20 ml Glycerol 

24 ml VE-H20 

 

Tabelle 13: 10x Laufpuffer (Westernblot) 

Menge Reagenz 

30 g 30g Tris-base 

144 g 144g Glyerol 

100 ml 10% SDS 

ad 1000 ml VE-H20 

 

Tabelle 14: 10x Blotpuffer (Westernblot) 

Menge Reagenz 

30,3 g Tris-base 

144 g Glyerol 

ad 1000 ml VE-H20 
 

Tabelle 15: 1x Blotpuffer 

Menge Reagenz 

100 ml 10x Blotpuffer-Stock 

200 ml  Methanol 

ad 1000 ml VE-H20 
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Tabelle 16: Tris-buffered saline (TBS) Puffer 

Menge Reagenz 

24,22 g Tris Base 

175,32 g NaCl 

ad 2000 ml VE-H2O 

pH auf 7,6 einstellen 

 

Tabelle 17: 1x TBST Puffer 

Menge Reagenz 

100ml 10x TBS  

500µl  Tween® 20 

ad 1000 ml VE-H2O 

 

Tabelle 18: Citratpuffer 

Menge Reagenz 

2,94 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat  

0.05 %  Tween20 

Ad 1000 ml ml VE-H2O 

pH auf 6,0 einstellen 

 

Tabelle 19: Chelation Stock Puffer für die Organoid-Kultur 

Menge Reagenz 

1,97 g  Dinatriumhydrogenphosphat 

2,7 g  Kaliumdihydrogenphosphat 

14 g  Natriumchlorid 

0,3 g  Kaliumchlorid 

Ad 500 ml VE-Wasser 
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Tabelle 20: Krypten Isolations Puffer für die Organoid-Kultur 

Menge Reagenz 

4 ml  Chelation stock buffer 5x 

16 ml  VE-Wasser 

100 μL   [0.5 mM] DL- dithiothreitol 

200 μL   [5 mM] EDTA 

 

Tabelle 21: Standard Zellkultur Medium 

Menge Reagenz 

500 ml DMEM 

5 ml Penicillin-Streptomycin 

50 ml FCS 

 

2.2. Methoden 

2.2.1. Tierversuche 

 

Die Tierversuche wurden durch die Behörde für Gesundheit und Verbraucherschutz der freien 

Hansestadt Hamburg in den Tierversuchsanträgen ORG_1034 und G124/17 genehmigt. Die 

Versuchstiere wurden in der Forschungstierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg 

Eppendorf gezüchtet und gehalten. Die Versuchstiere wurden in Gruppen mit einem 12 Stunden 

Tag- und Nacht-Rhythmus sowie Standardfutter ad libitium gehalten. 

 

2.2.2. Mauslinien  

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien haben einen C57BL/6J-Hintergrund und wurden 

ursprünglich von Jackson Laboratory bezogen. Die Hmgb1-gefloxten Mäuse (Hmgb1f/f ) stammen 

von Robert Schwabe aus der Columbia Universität, USA (Huebener et al., 2014). Durch Kreuzung 

der Hmgb1f/f-Mäuse mit Villin cre/+ Mäusen wird HMGB1 als konditioneller Knockout gezielt in den 

epithelialen Zellen des Gastrointestinaltraktes deletiert (Hmgb1∆IEC). Während den Versuchen 

dienten Cre-negative Geschwistertiere, die keine Cre-Rekombinase exprimieren, als Kontrollen. 

Weiterhin wurde die Tamoxifen induzierbare Hmgb1f/f-UBC-Cre/ERT2 Mauslinie verwendet 

(Ruzankina et al., 2007). Diese Linie erlaubt es, die Hmgb1-Expression in verschiedenen 
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Gewebetypen zugleich zeitlich zu deaktivieren. Weitere Informationen zu der Tamoxifen-Induktion 

der transgenen UBC-Cre-ERT2-Linie sind in dem nachfolgenden Abschnitt zu finden. 

 

2.2.3. Tamoxifen-Injektion 

 

Zur Tamoxifen-induzierbaren Hmgb1-Deletion in der Hmgb1f/f-UBC-Cre/ERT2 Linie wurden 

Hmgb1+/+ UBC cre+ (Kontrolle) bzw. Hmgb1f/f UBC cre+ (KO) Mäuse mit Tamoxifen behandelt 

(Sohal et al., 2001). Die Mauslinie wurde durch Rückkreuzung von Hmgb1f/f auf die B6.Cg-

Ndor1Tg(UBC-cre/ERT2)1Ejb/1J Linie erzeugt. Durch die Applikation von Tamoxifen wird Hmgb1 in allen 

Zellen deletiert. Das Tamoxifen wurde in Maisöl in einer Konzentration von 20 mg/ml 

lichtgeschützt durch Schütteln über Nacht bei 37°C gelöst und für die Dauer der Injektionen bei 

4°C gelagert. Für die Auslösung der Rekombination wurden je 100 µl Tamoxifen-Lösung durch 

intraperitoneale Injektion alle 24 Stunden über 5 Tage verabreicht. Die Injektionsstelle wurde vor 

der Injektion mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Es folgte eine Wartezeit von 8-12 Wochen, in denen 

die Mäuse engmaschig auf unerwünschte Reaktionen auf die Behandlung überwacht wurden 

(Madisen et al., 2010; Sohal et al., 2001). Zur Überprüfung einer effizienten Hmgb1-Deletion 

wurden, wie nachfolgend in Abschnitt 2.2.5 beschrieben, verschiedene Gewebetypen 

entnommen und auf RNA und Proteinebene auf Hmgb1-Expression bzw. HMGB1-Proteinmenge 

untersucht. Nach 8 Wochen zeigen Hmgb1f/f UBC cre+ Mäuse eine Reduktion der Hmgb1-

Expression im Darm um ca. 90%. 

 

 

Abbildung 4: Ablauf der murinen Tamoxifen Injektion und Induktion. 

Die Versuchstiere wurden über einen Zeitraum von 7 Tagen täglich mit 5 x 75 mg/kg Tamoxifen i.p behandelt. 
Nach einer Wartezeit von 8-12 Wochen wurden die Tiere sakrifiziert und die Organe entnommen. Im 
Anschluss erfolgte die Überprüfung einer effizienten HMGB1-Deletion auf RNA- und Protein-Ebene. 

 

 

 

0 1 8-12 

Wochen 

5 x 75 mg/kg Tamoxifen i.p. 

sac. 
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2.2.4. Natrium-Dextransulfat (DSS) induzierte Colitis  

 

Das DSS-Modell wurde angewendet, um eine akute Colitis im Mausmodell zu untersuchen. Dazu 

wurde den Versuchstieren 1.5 % DSS m/V (36-50kDa) im Trinkwasser für einen Zeitraum von 

maximal 7 Tagen verabreicht und anschließend wieder auf normales Trinkwasser umgestellt. 

Während der Versuchslaufzeit wurden die Tiere täglich gewogen und über Score Sheets 

überwacht. Ein Gewichtsverlust von mehr als 20% sowie ein stark verändertes Verhalten nach 

den Kriterien der Belastungstabellen führte zum Abbruch des Versuches. Der Mechanismus, 

durch den DSS eine Darmentzündung auslöst, ist noch unklar. Es ist wahrscheinlich das Ergebnis 

einer Schädigung der Dickdarm auskleidenden Epithelschicht, welche die Verbreitung von 

entzündungsfördernden Darminhaltsstoffen (z.B. Bakterien und deren Produkte) in das darunter 

liegende Gewebe ermöglicht. Das DSS-Colitismodell ist in der CED-Forschung aufgrund seiner 

Schnelligkeit, Einfachheit, Reproduzierbarkeit und Kontrollierbarkeit sehr verbreitet (Chassaing et 

al., 2014).  

 

Abbildung 5: Versuchsablauf der murinen DSS-Colitis. 

Die Versuchstiere erhielten über das Trinkwasser 1,5 % (m/V) Natrium-Dextransulfat (DSS) über einen 
Zeitraum von 7 Tagen. An Tag 8 wurden die Tiere sakrifiziert und Organe entnommen. Die Kontrollgruppe 
erhielt zur gleichen Zeit normales Trinkwasser. 

 

2.2.5. Organentnahme 

 

Zur Entnahme der Organe wurden die Versuchstiere zunächst mit einem CO2/O2-Gemisch 

betäubt und daraufhin mit CO2 euthanasiert. Die Tiere wurde dann mit Ethanol desinfiziert und 

das Abdomen zur finalen Blutentnahme aus der Vena cava geöffnet. Das Blut wurde für die 

Serumgewinnung 10 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert, bei -20°C gelagert und später für ELISA-

Analysen verwendet. Anschließend wurde das Kolon freipräpariert und von Zäkum bis Anus 

vermessen. Die Stuhlproben wurden gesammelt und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Der 

Darm wurde mit DPBS gespült und für weiterfolgende Analysen wie folgt segmentiert: Für 

histologische Analysen wurde ca. 1 cm des distalen Kolons geschnitten und in 4% 

Paraformaldehyd in phosphate-buffered saline (PBS) transferiert. Je 0.5 cm des darauffolgenden 

0 7 8 

Tage 

1,5 % DSS p.o. 

sac. 
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proximalen Stückes wurde für RNA- und Protein-Analysen abgetrennt. Die Proben wurden direkt 

nach der Entnahme in flüssigem Stickstoff gefroren und langfristig bei -80°C oder kurzfristig bei -

20°C gelagert. Das restliche Kolonsegment wurde für durchflusszytometrische Analysen 

verwendet. Dazu wurde das Kolon bis zur Zellisolation in eiskaltem RPMI-1640-Medium gelagert. 

 

2.2.6. Isolation von Immunzellen aus dem Kolon 

 

Für die Immunzell-Isolation aus dem Kolon wurde das gewonnene Gewebe in 0,5 cm große Stücke 

zerteilt und für 20 Minuten schüttelnd bei 37°C in der frisch angesetzten DTE-Lösung inkubiert.  

Anschließend wurden Gewebestücke in einer Petrischale mit einer Schere weiter zerkleinert, bis 

eine homogene Mischung entstand. Der Rest der DTE-Lösung wurde in einem 50 ml-Falcon mit 

kaltem PBS/1%FCS aufgefüllt und 5 Minuten bei 400xg bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

anschließend verworfen. Das erhaltene Zellpellet wurde in kaltem PBS/1%FCS resuspendiert und 

auf Eis gelagert. Parallel wurde das zerkleinerte Kolongewebe in frisch angesetzter Kollagenase-

Lösung (60 μl Kollagenase 100 mg/ml and 12 μl DNase 5000 U/ml) bei 37°C für 45 Minuten 

geschüttelt. Danach wurde die Kollagenase Mischung durch ein 100 µm-Zellsieb gefiltert und mit 

den zuvor gewonnenen Zellen in einem 50 ml-Falcon zusammengeführt. Größere Gewebestücke 

wurden im Zellsieb zerrieben und in den 50 ml-Falcon gespült. Zuletzt wurde die Zellsuspension 

mit PBS/1%FCS auf 50 ml aufgefüllt und bei 400xg 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Anschließend 

wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in 4 ml 40%-Percoll resuspendiert und auf 4 ml 

67%-Percoll in einem 15 ml-Falcon geschichtet. Der Gradient wurde dann bei 400xg 20 Minuten 

(Beschleunigung und Bremse auf Stufe 1) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die daraus 

entstehende, Zellen beinhaltende, Interphase wurde mit einer 1ml Pipette vorsichtig entnommen 

und in einem 50 ml-Falcon auf 30 ml PBS/1%FCS aufgefüllt. Die Immunzellsuspension wurde ein 

weiteres Mal bei 400xg 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Zuletzt wurde das Zellpellet in ca. 500 µl 

FACS-Puffer (PBS/2,5 % FCS) resuspendiert. 

  

2.2.7. Epithelzell-Isolation aus dem Kolon  

 

Zur Isolation von Epithelzellen wurden die Gewebestücke zunächst wie in 2.2.6 beschrieben in 

der DTE-Lösung inkubiert und der Falcon mit PBS/1%FCS aufgefüllt und für 5 Minuten auf Eis 

gestellt. Dann folgte eine Zentrifugation bei 300xg für 10 Minuten bei 4°C. Der Überstand wurde 

verworfen und das Pellet in 500 µl TrypLE™ Express Enzym (ThermoFisher) resuspendiert. Es folgte 

eine Inkubation für 8 Minuten bei 37°C, wobei eine Probe der Lösung regelmäßig unter dem 
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Mikroskop auf den Fortschritt der Gewebe-Dissoziation untersucht wurde. Dann wurde der 

Verdau mit PBS/2%FCS gestoppt und die Suspension durch ein 70µm-Zellsieb gefiltert und die 

Gewebestücke zerrieben. Zwischenzeitlich wurde das Sieb mit PBS/2%FCS gespült und danach 

bei 300xg 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Aus dem gewonnenen 

Zellpellet wurden im Anschluss unter Verwendung von CD326 (EpCAM) MicroBeads (Miltenyi 

Biotec) die intestinalen Epithelzellen gewonnen. Durch positive Selektion CD326-exprimierender 

Zellen können die Epithelzellen aus der Zellsuspension separiert werden. Dazu wurde das 

Zellpellet in 100 µl der MicroBeads-Lösung (10 µl Beads und 90 µl MACS-Puffer) resuspendiert 

und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Währenddessen erfolgte die Vorbereitung der magnetischen 

MACS-Säulen, indem sie je drei Mal mit MACS-Puffer gespült wurden. Dann wurde die 

Zellsuspension auf die durchfeuchtete Säule gegeben und drei Mal mit MACS-Puffer gespült. 

Zuletzt erfolgte die Eluierung der Epithelzellen mittels der magnetischen MACS-Säulen. Der Flow-

Through der gespülten MACS-Säulen wurde aufbewahrt und zur Isolation der darin enthaltenen 

Immunzellen, wie in 2.2.6 beschrieben, verwendet. 

 

2.2.8. FACS-Analyse 

 

Zur Färbung von Oberflächenmarkern der isolierten Immunzellen wurde die Zellsuspension in 

FACS-Tubes resuspendiert und mit dem Totzellen-Farbstoff Zombie Aqua™ (1:1000) für 20 

Minuten im Dunkeln inkubiert. Dann wurden die Tubes je 6 Minuten bei 350xg und 4°C 

zentrifugiert, mit 200 µl FACS-Puffer gewaschen und 60 Minuten bei 4°C mit der angesetzten 

Antikörpermischung (vgl. Tabelle 22) im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurden die Tubes wieder 

mit 200 µl FACS-Puffer gewaschen und wie zuvor zentrifugiert. Die Zellen wurden in 200 µl FACS-

Puffer resuspendiert, durch ein 40 µm-Zellsieb gefiltert und bis zur Messung auf Eis gelagert. 

Tabelle 22: FACS-Antikörper Panel 

Antikörper Hersteller Klon Ursprung Konzentration Verdünnung 

Zombie-Aqua Biolegend n.a. n.a. 0,2 mg/ml 1:1000 

FitC CD3 Biolegend 17A2 Ratte 0,5 mg/ml 1:600 

Pecy7 Cd11b Biolegend M1/70 Ratte 0,2 mg/ml 1:600 

ApcCy7 CD19 Biolegend 6D5 Ratte 0,2 mg/ml 1:200 

BUV395 CD45 Biolegend 30-F11 Ratte 0,2 mg/ml 1:400 
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Die gefärbten Immunzellen wurden am BD FACSAria™ II (Cell Sorter) analysiert und in 1,5 ml-

Eppendorf-Tubes mit vorgelegtem RNA-Lyse-Puffer sortiert. Die Gating-Strategie einer 

beispielhaften Messung ist in Abbildung 6 dargestellt. Nachdem durch das Gating der Parameter 

FSC-H und FSC-A Dubletten ausgeschlossen wurden, wurde aus der Gruppe der Einzelzellen die 

lebende Zellpopulation bestimmt. Aus dieser wurde dann durch die Kombination von CD3+ und 

CD19 die T-Zell Fraktion (CD3+) bestimmt. Durch die Anwendung eines invertierten Gates (not-

gate) wurden im letzten Schritt die T-Zellen exkludiert und durch Kombination von CD11b und 

CD19 zuletzt die myeloide (CD11b+) sowie die B-Zell (CD19+)-Population bestimmt. Alle drei 

Populationen wurden in die vorbereiteten Tubes mit Lysepuffer sortiert. Die erforderliche 

Mindestmenge wurde auf 10.000 sortierte Zellen pro Fraktion festgesetzt, um genügend RNA für 

weitere Analysen zu erhalten. Die Daten wurden mit der BD FACSDiva-Software aufgezeichnet 

und mit Hilfe des FlowJo-Programms analysiert. 

 

 

Abbildung 6: FACS-Gating-Strategie aus FlowJo zur Analyse und zum Sorting der dargestellten Immunzell-
Fraktionen. 

Analysiert wurden myeloide Zellen (CD11b+), T-Zellen (CD3+) und B-Zellen (CD19+) am BD FACSAria™ II, 
die aus 4 Tagen DSS-behandelten oder unbehandelter Mäuse isoliert wurden. Aus den Immunzellen wurden 
mit den gesetzten Gates zunächst die Einzelzellen und dann die lebenden Zellen bestimmt. Aus CD45+ 
Leukozyten wurden CD3+ T-Zellen bestimmt und gesorted. Durch Anwendung eines invertierten Gates 
wurden im letzten Schritt alle CD3+ Zellen ausgeschlossen und weiter nach CD11b+ myeloiden Zellen und 
CD19+ B-Zellen separiert und gesorted. 
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2.2.9. RNA-Isolation 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde RNA aus Kolongewebe, primären Immunzellen, sekundären 

Zelllinien oder Organoiden isoliert. Die RNA wurde stets mit dem NucleoSpin® RNA-Kit von 

Macherey und Nagel nach Herstelleranweisung isoliert. Dabei wurde die RNA in RNAse-freiem 

Wasser eluiert. RNA aus Kolongewebe wurde in 40 µl Wasser, RNA aus Organoiden und 

Zellkulturversuchen sekundärer Zellen in 20 µl und RNA aus isolierten Immunzellen in 10 µl 

Wasser eluiert. Die Konzentration der RNA wurde am NanoDrop Spektrometer (Peqlab, 

Deutschland) bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Die Reinheit der aufgereinigten RNA 

wurde Anhand des Quotienten OD260/OD280 bestimmt. Werte von 1,8 bis 2,0 wurden als optimal 

angesehen. Als Referenzwert diente Wasser.  Bis zur Verwendung wurde die RNA bei -80°C 

gelagert. 

 

2.2.10. cDNA-Synthese 

 

Die isolierte RNA wurde mittels des High-Capacity cDNA Reverse Transkription-Kits von Applied 

Biosystems in cDNA umgeschrieben. Es wurde je nach Ausgangsmaterial 2 µg (Kolongewebe) 

oder 500 ng (Zellen und Organoide) RNA in 20 µl cDNA-Synthese-Ansatz umgeschrieben. Der 

Reaktionsansatz der reversen Transkription sowie das verwendete PCR-Programm des Thermo-

Cyclers sind in nachstehenden Tabellen 23 und 24 aufgeführt.  

 

Tabelle 23: Reaktionsansatz der reversen Transkription 

Reagenz Volumen 

[µl] 

10x RT Buffer 2 

dNTPs (100mM) 0,8 

10x Random Primer 2 

Reverse Transcriptase (50 

U/µl) 

1 

RNAse freies Wasser 4,2 
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Tabelle 24: cDNA-Transkriptionsprogramm des Thermo-Cyclers 

Schritt/Zyklus Temperatur [°C] Dauer [Min] 

1 25 10 

2 37 120 

3 85 5 

4 4 ∞ 

 

 

2.2.11. Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)  

 

Für die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) wurden 10 µl Reaktionsansätze 

verwendet. Jeder Ansatz bestand aus 5 μl TaqMan™ Fast Advanced PCR Master Mix, 3.5 µl 

Nuklease freiem Wasser, 1 µl der zuvor umgeschriebenen cDNA und 0.5 µl TaqMan™ Sonden (vgl. 

Tabelle 25). TaqMan™ Sonden mit einer VIC-Farbstoffmarkierung wurden für die Housekeeper-

Gene 18S und Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (Hprt) verwendet. Die restlichen 

Sonden der Gene von Interesse besaßen eine FAM-Markierung. Die Proben wurden in Duplikaten 

in 96-Well-Platten pipettiert, versiegelt und im Viia™ 7 System von Applied Biosystems (vgl. Tabelle 

26) gemessen. Der Mittelwert der jeweiligen Probe wurde zur nachfolgenden quantitativen 

Bestimmung der Genexpression verwendet. 

 

Tabelle 25: Liste der verwendete TaqMan™ Sonden für die qPCR 

Zielgen Nummer 

18S 4319413E 

Acta2 Mm00725412_s1 

Cldn1 Mm01342184_m1 

Cldn2 Mm00516703 

Cldn4 Mm00515514_s1 

Col1a Mm00801666_g1 

Cxcl1 Mm04207460_m1 

Fn1 Mm01256744_m1 

Gnai Mm01165301_mH 

Hmgb1 Mm04205650_gH 
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Hprt Mm00446968_m1 

Il6 Mm00446190_m1 

Lgr5 Mm00438890_m1 

Lyz1 Mm00657323_m1 

MMP10 Mm01168399_m1 

MMP3 Mm00440295_m1 

Mmp9 Mm01341361_m1 

Muc2 Mm01276676_m1 

Nos2 Mm00440502_m1 

Ocln Mm00500910 

Olfm4 Mm01320260_m1 

Olfr78 Mm00453733 

Sox9 Mm00448840_m1 

Stat1 Mm01257286_m1 

Tgfb Mm01178820_m1 

Timp1 Mm01341361_m1 

Tjp/ZO-1 Mm01320638_m1 

Tnfa Mm00443258_m1 

UBD Mm01972246_s1 

Villin Mm00494146_m1 

 

Tabelle 26: qPCR-Programm des Viia™ 7 Sytems 

Stufe Schritt Temperatur [°C] Dauer [Min] Zyklen 

Hold Stage 
UNG Aktivierung 50 2 

1 
Taq Polymerase Aktivierung 95 10 

PCR Stage 
Denaturierung 95 0,25 

40 
Annealing und Extension 60 1 

 

2.2.12. RNA-Sequenzierung 

 

Die zu sequenzierende RNA wurde wie in Abschnitt 2.2.9 beschrieben isoliert und mindestens 100 

ng je Probe aliquotiert, bei -80°C aufbewahrt und an den Dienstleister versendet. Nach einer 
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Qualitätskontrolle durch Novogene Co, Ltd (UK) wurde die eukaryotische RNA-Sequenzierung des 

gesamten Transkriptoms mit der Illumina Novaseq 6000 PE (paired-end) 150 durchgeführt. Für 

den Datensatz der myeloiden Zellen wurde aufgrund der geringen RNA-Ausbeute eine Low-Input-

Sequenzierungsmethode verwendet. Die durch Novogene Co, Ltd (UK) bereitgestellten Daten 

wurden mit Hilfe der Bioinformatikabteilung des  Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf 

durch Minyue Qi und Malik Alawi ausgewertet. Für die Pathway Enrichment Analyse wurde die 

internationale biologische Gene Ontology-Datenbank als Grundlage verwendet. 

 

2.2.13. Proteinisolation  

 

Proteine wurden aus Kolongewebe, aus Zellkultur Experimenten an MC38 Zellen oder Organoiden 

gewonnen. Pro 100mg Gewebe wurde 1 ml RIPA-Puffer verwendet. Kurz vor dem Hinzufügen der 

Probe wurde der Proteinase/Phosphatase-Inhibitor bestehend aus 10mM Benzamidin, 2mM 

Natriumorthovanadat, 1 µg/ml Leupeptin, 3,4 µg/ml Aprotenin und 1mM PMSF beigemischt. Zur 

Lyse wurde die Probe auf Eis per Hand mit einem Gewebe-Mörser homogenisiert und für 5 

Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Probe 20 Minuten bei 2500x g und 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reagenzgefäß überführt und die 

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Herstellerangabe mit dem Pierce™ BCA-Protein Assay Kit 

durchgeführt. Im Anschluss wurden die Proben mit VE-Wasser auf 1 mg/ml verdünnt, mit 1x 

Lämmli-Puffer versetzt und zur Denaturierung 5 Minuten bei 95°C in einem Thermoblock erhitzt. 

Zuletzt wurden die Proben bei -20°C gelagert oder direkt in einer SDS-Page eingesetzt. 

 

2.2.14. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)  

 

Zuerst wurde ein 6% Trenngel mit einem 16% Sammelgel in einem Mini-PROTEAN® Casting Stand 

(BIO-RAD) überschichtet. Ein 10-er Proben-Kamm wurde eingesetzt und das Gel für ca. 30 

Minuten unter einem Abzug ausgehärtet. Zur nachfolgenden Gelelektrophorese wurden die Gele 

wasserdicht in den Elektrodenrahmen eingespannt und mit 1x Laufpuffer aufgefüllt. Der Proben-

Kamm wurde entfernt und je 40 µl der mit Lämmli-Puffer versetzten Proteinproben aufgetragen. 

Als Marker wurden 7 µl des PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder 10- 250 kDa (Thermo 

Fisher) eingesetzt. Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 70 Volt (konstant) 

gestartet und bei Erreichen der Trenngel-Front nach ca. 30 Minuten stufenweise für 50 Minuten 

auf 130 Volt (konstant) eingestellt. 
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2.2.15. Semi-Dry Blot 

 

Eine 0,25 μm Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran wurde vor Gebrauch für 10 Minuten in 

Methanol aktiviert. Das Sammelgel wurde abgetrennt und zugeschnittenes Filterpapier in Blot-

Puffer getränkt. Das Gel-Sandwich wurde aus je zwei Filterpapieren, PVDF-Membran und dem 

Trenngel zusammengebaut. Die aufgetrennten Proteine im 16% Acrylamidgel wurden dann bei 10 

Volt für 120 Minuten auf die PVDF-Membran übertragen. Im Anschluss wurde die Membran für 15 

Minuten getrocknet bevor sie für eine Stunde in 5 % Milchpulver in TBS-T (TBS-Puffer mit 0,05 % 

Tween® 20) in einem 50 ml-Falcon geblockt wurde. Der Primärantikörper wurde ebenfalls in 5 % 

Milchpulver in TBS-T angesetzt und über Nacht bei 4°C rollend inkubiert. Am Folgetag wurde die 

Membran 3x 5 Minuten in TBST gewaschen und der HRP-gekoppelte Sekundärantikörper eine 

Stunde rollend bei RT inkubiert. Nach wiederholtem Waschen für 3x 5 Minuten in TBST wurde die 

Membran mit Hilfe des SuperSignal™ West Dura Dura Extended Duration Substrat Kits (Thermo 

Scientific) nach Herstellerangaben entwickelt und im Fusion FX Imager belichtet und 

dokumentiert. Die Signalstärke der Proteinbanden wurden mit der Software Evolution Capt 

(Vilber) bestimmt und auf die Housekeeper α-Tubulin oder β-Actin normalisiert. Um die Antikörper 

zu entfernen und die Ladekontrolle oder weitere Antigene zu färben, wurde die Membran für 15 

Minuten mit ROTI®Free Stripping-Puffer (Carl Roth GmbH + Co. KG) gewaschen. Eine Übersicht 

der verwendeten Primär- und Sekundärantikörper sowie deren Verdünnung ist in nachstehender 

Tabelle 27 zu finden. 

 

Tabelle 27: Westernblot Primär- und Sekundärantikörper 

Antigen Artikelnummer Hersteller Verdünnung 

Akt 4691 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:1.000 

c-Jun 9165 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:1.000 

cREB 9192 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:1.000 

Erk1/2 sc-514302 Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA 1:1.000 

HMGB1 ab18256 Abcam, USA 1:1.000 

HRP-linked anti-mouse IgG 7076 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:10.000 

HRP-linked anti-rabbit IgG 7074 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:10.000 

LC3  2775 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:500 

p-Akt 4058 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:1.000 

p-c-Jun 2361 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:1.000 
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p-CREB 9198 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:1.000 

p-Erk1/2 sc-81492 Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA 1:1.000 

SQSTM1 / p62  ab109012 Abcam, USA 1:4.000 

α-Tubulin  3873 Cell Signaling Technology, Inc., USA 1:5.000 

β-Actin A5441 Sigma-Aldrich, Germany 1:5.000 

 

2.2.16. Histologie 

 

Direkt nach der Organentnahme wurde das Kolongewebe für 24 Stunden bei 4°C in Roti®-Histofix 

4% (Carl Roth GmbH + Co. KG) fixiert und nach dem in Tabelle 28 angegebenen Protokoll im 

Institut der Pathologie des Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf entwässert und in Paraffin 

eingebettet.  

  

Tabelle 28: Entwässerungsprotokoll der Pathologie  

 Formalin Ethanol Xylol Paraffin 

  80% 96% 100% I II I II III IV 

Zeit (min) 60 30 40 30 40 30 40 50 40 60 20 30 40 60 

 

Im Anschluss wurden aus den gekühlten Paraffinblöcken an einem Mikrotom 4 µm-dünne 

Schnitte angefertigt, im 37°C warmen Wasserbad gestreckt und auf Superfrost® Objektträger 

(Thermo Scientific, USA) aufgezogen. Die Trocknung der Schnitte erfolgte über Nacht auf einer 

Wärmeplatte. Vor den histologischen Färbungen wurden die Schnitte mit dem in Tabelle 29 

dargestellten Protokoll in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert. 

Nach den spezifischen Färbungen (vgl. Abschnitt 2.2.17) wurden die Schnitte mit einer 

aufsteigenden Ethanolreihe und einem finalen Xylol-Bad wieder dehydriert und mit Entellan® 

(Merck GKaA) eingedeckt. Die fertig prozessierten Schnitte wurden über Nacht unter einem Abzug 

abgedampt und danach mikroskopiert. 
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Tabelle 29: Protokoll zur Entparaffinierung, Rehydrierung und Dehydratation von Paraffinschnitten 

 Entparaffinierung und Rehydrierung Dehydratation 

 Xylol Ethanol VE-H2O Ethanol Xylol 

 100% 90% 70% 50%  50% 70% 90% 100%  

Zeit (min) 3 x 4 4 4 4 4 4 Dippen 1 2 2 3 x 4 

 

2.2.17. Immunhistochemie 

2.2.17.1. Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung 

 

Zur Färbung der intestinalen Muzine und Glykosaminoglykanen auf Kolon-Gewebeschnitten 

wurde die Alcianblau-Färbung angewendet. Dazu wurden die Schnitte nach der Rehydrierung für 

5 Minuten in einer Alcian-blue staining solution (1% Alcianblau, 3% Essigsäure, pH 2,5 von Sigma-

Aldrich) inkubiert und 4 Minuten unter fließendem Leitungswasser gespült. Danach folgte ein 

kurzes Waschen in VE-Wasser und eine Gegenfärbung der Zellkerne in Hämatoxylin für 10 

Minuten. Zuletzt wurden die Schnitte für 10 Minuten in laufendem Leitungswasser gebläut, wie in 

Tabelle 29 beschrieben dehydriert und mit Entellan® eingedeckt (Lang, 2013). 

 

2.2.17.2. Ki67-Färbung 

 

Die immunhistochemische Färbung für HMGB1 und Ki-67 wurde analog zu der nachfolgenden 

beschriebenen BrdU-Färbung durchgeführt. E wurden je 100 µl anti-HMGB1 Antikörper bzw. Ki-67 

(vgl. Tabelle 30) verwendet.  Als Sekundärantikörper wurde der anti-rabbit HRP labeled conjugate 

(Dako) genutzt. Die DAB-Arbeitslösung wurde für je 1 Minute auf den Schnitten inkubiert. Die 

Gegenfärbung in Hämatoxylin betrug 10 Minuten und das Bläuen in Leitungswasser 15 Minuten.  

 

2.2.17.3. BrdU-Färbung 

 

Das 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) wurde nach Herstellerangaben in sterilem PBS zu einer 10 

mg/ml Lösung verdünnt. Den Versuchstieren wurde 100 mg/kg der BrdU-Lösung intraperitoneal 

injiziert. Nach einer Wartezeit von mindestens 8 Wochen und täglicher Überwachung wurden die 

Mäuse wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben sakrifiziert. Das Kolon-Gewebe wurde wie in Abschnitt 

2.2.16 dargestellt für die Immunhistochemie prozessiert. 
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Nach der Entparaffinierung und Rehydration (vgl. Tabelle 29) wurden die Schnitte für eine Stunde 

einer 2 molaren HCI-Lösung inkubiert und in PBS gewaschen. Zur Demaskierung der Antigene 

wurden die Schnitte 20 Minuten in Citrat-Puffer gekocht und nach dem Abkühlen in PBS-T 

gewaschen. Danach wurden die Schnitte in Peroxidase-Blocking-Lösung (3 % H2O2 in Methanol) 

für 10 Minuten bei RT inkubiert und 3 x 2 Minuten in PBS-T gespült. Die Gewebeproben wurden mit 

einem DAKOPen umrandet und jeweils mit 1-2 Tropfen Blocking Solution (Dako) bedeckt und für 

eine Stunde in der Feuchtekammer bei RT inkubiert. Der anti-BrdU Primärantikörper (rat 

monoclonal to BrdU) wurde in antibody-Diluent (Dako) verdünnt (vgl. Tabelle 30) und über Nacht 

bei 4°C in der Feuchtkammer inkubiert. Am Folgetag wurden die Schnitte 3x 2 Minuten in PBS-T 

gewaschen und der verdünnte Rabbit anti-rat IgG Sekundärantikörper (vgl. Tabelle 31) auf die 

Schnitte aufgetragen. Nach einer Stunde Inkubation bei RT erfolgte wieder der Waschschritt in 

PBS-T. Daraufhin erfolgte der Serumblock der Schnitte in je 100 µl 2% Ziegenserum (Dako) in PBS 

für 10 Minuten bei RT. Die Blocklösung wurde abgekippt und je 1-2 Tropfen des Tertiärantikörpers 

(anti-rabbit HRP labeled conjugate, Dako) auf die Schnitte aufgetragen. Nach einer 30-minütigen 

Inkubation in der Feuchtekammer bei RT wurden die Schnitte wie oben genannt gewaschen. Im 

Anschluss wurde die DAB (3,3'Diaminobenzidine) Arbeitslösung aus 1 ml DAB (Dako) und einem 

Tropfen DAB Chromogen (Dako) hergestellt, gevortext und lichtgeschützt gelagert. Jeder Schnitt 

eines Experimentes wurde dann für eine feste Zeit (i. d. R. für 30 Sekunden) mit der DAB-Lösung 

behandelt, bis eine bräunliche Färbung sichtbar wurde. Die Farbreaktion wurde mit VEH2O 

gestoppt. Die Gegenfärbung mit Hämatoxylin und Dehydration der Schnitte erfolgte, wie in 2.2.17 

beschrieben. 

 

Tabelle 30: verwendete Primärantikörper der Immunhistochemie 

Antikörper Gekoppelte Antigene Artikelnummer & Hersteller Verdünnung 

Anti- BrdU BU1/75 (ICR1), Rat monoclonal IgG2a ab6326, Abcam 1:300 

HMGB1 rabbit anti-mouse, polyclonal ab18256, Abcam  1:1000 

Ki-67 Rat IgG2a, Clone SolA15 Invitrogen, 14-5698-80 1:1000 

 

Tabelle 31: verwendete Sekundär- und Tertiärantikörper der Immunhistochemie 

Antikörper Gekoppeltes 

Enzym 

Artikelnummer & 

Hersteller 

Verdünnung 

Rabbit anti-rat IgG (H+L) HRP-conjugated 61-9520, Thermo Fisher 1:200 

Anti-rabbit Dako Envision labelled 

polymer 

HRP-conjugated Dako Ready to use 
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2.2.18.  Mikroskopie 

 

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit Mikroskop BZ-9000 Biorevo (Keyence, Japan) 

aufgenommen. Vor jeder Sitzung wurde der Weißabgleich am Mikroskop durchgeführt. In der 

Regel wurden 10- und 20-fache Vergrößerungen aufgenommen. Zur Berechnung und Einfügen der 

Größenskala sowie der Erhöhung des Kontrastes wurde das Programm ImageJ verwendet. 

 

2.2.19.  Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)  

 

Aus den gewonnenen Mausseren (vgl. Abschnitt 2.2.5) wurden verschiedene ELISA gemessen. Die 

inflammatorischen Marker IL-6, IL-1b und Tnf-a wurden mit murinen DuoSet™ ELISA-Kits (R&D 

Systems, USA) nach Herstelleranweisung durchgeführt. Die Proben und Standardverdünnungen 

wurden bei 450 nm mit Wellenlängenkorrektur bei 540 nm gemessen. Der Mouse Zonulin ELISA 

(MyBiosource, USA), der Mouse Fabp2 ELISA (Boster Biological Technology, USAant) und das 

ELISA Kit for Amiloride Binding Protein 1 (antibodies-online™ GmbH, Deutschland) wurden bei 450 

nm ausgelesen. 

Alle ELISA wurden in 96-Well-Platten pipettiert, mit dem Microplate Strip Washer (BioTek 

Instruments, Inc. USA) automatisch nach Herstellerangabe gewaschen und mit dem Infinite® F50 

Mikroplatten-Reader (Tecan Trading AG, Schweiz) ausgelesen. Die Berechnung der jeweiligen 

Konzentration erfolgte anhand der Standardkurve. 

 

2.2.20.  Proteome-Profiler 

 

Um die relativen Level 37 verschiedener Protein-Phosphorylierungen zeitgleich zu bestimmen, 

wurde das Proteome Profiler Phospho-Kinase Array Kit (R&D Systems, USA) nach 

Herstellerangaben verwendet. Es wurde jeweils 600 µg Protein-Lysat auf die Nitrocellulose 

Membran aufgetragen. Die Auswertung der relativen Menge an phosphorylierten Kinase-

Proteinen erfolgte mit ImageJ. Zur Berechnung der Pixeldichte wurde der Mittelwert der Duplikate 

unter Abzug des Hintergrundsignals verwendet. 
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2.2.21. Zellkultur 

 

MC38-Zellen und intestinale Organoide wurden bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. 

Standardmäßig wurde in Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) mit 10% FCS und 5 % 

Penicillin-Streptoymycin als Kulturmedium verwendet. Das Medium der MC38-Zellen wurde alle 

zwei bis drei Tage gewechselt und die Zellen bei ca. 80% Konfluenz gesplittet. Die Stimulation der 

MC38-Zellen erfolgte in DMEM ohne FCS in konfluenten 6-Wells mit 1 µg/ml disulfid-, reduziertem 

HMGB1 oder LPS über 24 Stunden. Danach erfolgte die Ernte der Zellen und Protein- oder RNA-

Isolation. 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 µl einer Zellsuspension mit 90 µl Trypanblau verdünnt 

und auf die Zählkammer aufgetragen. Tote Zellen werden dabei bläulich angefärbt, da es durch 

defekte Zellmembranen ins Zellinnere eindringen kann. Es wurden jeweils vier Eckquadrate der 

Neubauer-Zählkammer ausgezählt und die Zellzahl mit folgender Formel bestimmt:  

 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑝𝑟𝑜 𝑚𝑙 = (
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒
) × 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 × 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 [𝑚𝑙]  × 104) 

 

2.2.22. CRISPR-Cas9 Knockout des Hmgb1-Gens in MC38-Zellen 

 

Die MC38-Zelllinie ist ein etabliertes und gut charakterisierte Modell für die Untersuchung 

kolorektaler Adenokarzinome (Juneja et al., 2017). Durch die Verwendung der CRISPR-Cas9-

Technologie wurde, wie nachfolgend beschrieben, Hmgb1 aus den Zellen deletiert (Jinek et al., 

2012). Das Vektor-Konstrukt wurde freundlicherweise von Irke Wassmann aus der AG Brune 

(Leibniz-Institut für Virologie, Hamburg) zur Verfügung gestellt. Verwendet wurde der lentivirale 

pSicoR-CRISPR-Cas9 Vektor (RP-418). Dieser enthält einen EF1a-Promotor, der die Expression 

eines Puromycin-Resistenzgens (puroR) bewirkt und mit dem Cas9-Gen von Streptococcus 

pyogenes fusioniert ist. 

Zur Transduktion wurden je 3x105 MC38-Zellen in 6-Wells ausgesät. Am nächsten Tag erfolgte die 

Infektion der Zellen mit 3,5 ml Lentivirus-Überstand (HEK293T), welcher das Guide-RNA-Vektor-

Konstrukt oder eine leere Vektor-Kontrolle enthielt. Die 6-Well-Platte wurde bei 1000 x g für 30 

Minuten bei 37°C zentrifugiert und das Infektionsmedium mit DMEM 10% FCS ausgetauscht. Der 

Transduktionsschritt wurde am Folgetag mit frisch aufgetautem Lentivirus-Überstand (HEK293T) 

wiederholt. Zur Selektion transduzierter Zellen wurden die Zellen von 6-Wells in T25-

Zellkulturflaschen transferiert und in DMEM 10% FCS mit 2 µg/ml Puromycin (Thermo Scientific™, 
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USA) bis zur Konfluenz kultiviert und in T75-Zellkulturflaschen expandiert. Sobald die Konfluenz 

erreicht war, wurde ein Single Clone Assay durchgeführt.  

Dazu wurden 3x104 Zellen in das erste Well einer 96-Well-Platte pipettiert und seriell in der ersten 

Spalte und anschließend horizontal je 1:2 auf der gesamten Platte verdünnt. Das finale Volumen 

betrug 200 µl DMEM 10% FCS je Well. Die Zellkulturplatten wurden regelmäßig auf Einzelzellen 

oder Einzelkolonien untersucht. Diese wurden gepikt und in größeren Wells stetig expandiert, bis 

genug Material für eine Proteinisolation vorhanden war. Mit Westernblots (vgl.  2.2.14) wurden die 

Klone auf eine effektive HMGB1-Defizienz untersucht und für die weiteren Experimente 

verwendet. 

 

Tabelle 32: Sequenzen der Guide-RNA (gRNA) zum CRISPR-Cas9-Knockout von Hmgb1 

Oligo Sequenz gRNA Forward Primer Reverse Primer 

GAGAAGGTAAGGAGGATGACNGG ACCGAGAAGGTAAGGAGGATGAC AAACGTCATCCTCCTTACCTTCT 

 

2.2.23. Scratch-Assay 

 

Die Scratch-Assays wurden auf Basis eines etablierten Protokolls  (Liang et al., 2007) 

durchgeführt. Dazu wurden MC38-Zellen bis zur Konfluenz in 12-Well-Platten in DMEM 10% FCS 

bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Mit einer sterilen P200-Pipettenspitze wurde in einer geraden 

Linie ein Kratzer in den Zell-Monolayer gesetzt. Der entstandene Zelldebris wurde mit sterilem 

PBS beseitigt und mit DMEM 2% FCS ersetzt. Die Fläche wurde über eine Periode von 24 Stunden 

unter einem Phasenkontrast-Mikroskop fotografiert. Die Distanz beider Fronten wurden mit 

ImageJ vermessen. Für jedes Experiment wurden mindestens 100x Abstandsmessungen 

vorgenommen und jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt. In einigen 

Experimenten wurde Cytosin-β-D-arabinofuranosid-Hydrochlorid (Sigma-Aldrich) zugesetzt, um 

die Proliferation zu unterdrücken.  

 

2.2.24. Transendothelialer Permeabilitäts-Assay 

 

Zur Untersuchung des Einflusses von HMGB1 auf die Permeabilität wurde ein transendothelialer 

Permeabilitäts-Assay nach einem Standardprotokoll durchgeführt (Ni et al., 2017). MC38-Wildtyp 

und MC38-HMGB1-Knockout (HMGB1 -/-) Zellen wurden in 24-Well-Platten mit Transwell-

Einsätzen mit einer Porengröße von 3,0 μm (Fisher Scientific, 353096) bis zur Konfluenz in DMEM 

10% FCS mit Penicillin-Streptomycin kultiviert. Jeder Transwell Einsatz wurde einmal mit HBSS 
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gewaschen und in eine frische 24-Well-Platte übertragen. Dann wurden 200 μl HBSS mit 1 μg/ml 

FITC-Dextran in die obere und 600 μl HBSS in die untere Kammer pipettiert. Die 24-Well-Platte mit 

Transwell-Einsätzen wurde über 6 Stunden lang bei 37°C und 5 % CO2 unter leichtem Schütteln 

inkubiert. Jede Stunde wurde eine Probe zur späteren Messung entnommen und bei 4°C im 

dunklen gelagert.  Die Konzentration des in die untere Kammer übertragenen FITC-Dextrans wurde 

mit einem Mikroplatten-Lesegerät (Infinite® F50 Mikroplatten Reader, Tecan) mit Anregungs- und 

Emissionswellenlängen von 492 nm bzw. 520 nm gemessen. Als Standardkurve diente eine selbst 

angesetzte Standardreihe bekannter FITC-Dextran-Konzentrationen. In Voruntersuchungen 

wurde ausgeschlossen, dass die verwendete Konzentration an FITC-Dextran toxische Effekte auf 

die Zellen hat. Die Permeations-Rate wurde mit folgender Formel berechnet (vgl.  (Ni et al., 2017)):  

FD4 basolateral (t =  6h) [μg]

FD4 apical (t =  0h) [μg]
 

 

2.3. Intestinale Organoide 

2.3.1. Isolation und Kultur intestinaler Organoide 

 

Durch Fortschritte in der Stammzellforschung unter maßgeblicher Beteiligung von Clevers und 

Sato ist es gelungen, intestinale epitheliale Stammzellen als Organoide zu kultivieren (Sato et al., 

2009). Unter gewissen Kulturbedingungen können Lgr5+ intestinale Stammzellen oder ganze 

Krypten effizient in 3D-Strukturen kultiviert werden. Intestinale Organoide werden in einer 

Laminin- und Collagenreichen künstlichen extrazellulären Matrix, dem Matrigel, kultiviert. Das 

Kulturmedium beinhaltet spezifische Wachstumsfaktoren des in vivo vorkommendes intestinales 

Epithel. Dazu gehören der epidermal growth factor (EGF) für die intestinale Proliferation, Bone 

Morphogenetic Protein (BMP), der Signalinhibitor Noggin zur Expansion der Krypten und der Wnt 

Antagonist Wnt3a (Mizutani & Clevers, 2020). Um die Anoikis der Organoide zu verhindern, wurde 

der Rho-kinase-inhibitor (Y-27632) zugegeben. Das Protokoll zur intestinalen Organoid-Isolation 

und -Kultur wurde in Anlehnung an die Publikation von Mizutani und Clevers (Mizutani & Clevers, 

2020) etabliert und ist im folgenden Abschnitt zusammengefasst. 

 

2.3.2. Isolation intestinaler Krypten   

 

Zunächst wurde das Matrigel (Growth Factor reduced & Phenol red free, BD Biosciences, USA) bei 

4°C aufgetaut und ein Kolon, wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben, präpariert. Das Kolon wurde mit 

DPBS gespült und longitudinal geöffnet. Mit einem Deckglas wurde der luminale Inhalt sowie die 
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Villi entfernt und das Kolon dreimal mit DPBS in einer Petrischale gewaschen. Das Gewebe wurde 

anschließend in 10 mm-große Stücke geteilt und in einen Flacon mit 20 ml kaltem DPBS überführt. 

Mit einer befeuchteten, serologischen 10 ml-Pipette wurden die Kolonstücke mehrmals auf und 

ab pipettiert und nach deren Absetzen am Boden mit frischem DPBS versetzt. Dieser 

Waschschritt wurde ca. 10-mal wiederholt, bis der Überstand klar wurde. Die Gewebestücke 

wurden in je 20 ml Crypt Isolation Buffer transferiert und 30 bis 60 Minuten bei 4°C rollend 

inkubiert. Der Überstand wurde verworfen und die Gewebestücke in je 10 ml DPBS 10% FCS 

resuspendiert. Durch kräftiges Schütteln des Falcon wurden die Krypten gelöst und in den 

Überstand gelöst, dies wurde stets unter dem Mikroskop kontrolliert. Dieser Schritt wurde dreimal 

wiederholt, um die Krypten Ausbeute zu erhöhen. Der Überstand wurde durch einen 70 µm-

Easystrainer gefiltert und in einem mit FCS-gecoateten Falcon gesammelt. Die Krypten wurden 

bei 100 x g für 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert und in 10 ml kaltem Advanced DMEM/F12 (Gibco™, 

USA) resuspendiert. Zur Entfernung von Einzelzellen wurde wiederholt bei 100 x g für 5 Minuten 

bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zuletzt in 10 ml Advanced DMEM/F12 resuspendiert 

und 25 µl zum Zählen der Krypten unter dem Mikroskop entnommen.  

 

2.3.3. Primäre Organoid-Kultur isolierter intestinaler Krypten  

 

Mit einer P200-Pipette wurden ca. 200 isolierte Krypten in 20 µl Matrigel resuspendiert und 

kuppelförmig auf vorgewärmte 48-Well-Platten platziert. Das Matrigel wurde für 10 Minuten in 

einem Inkubator (5 % CO2 bei 37°C) ausgehärtet. Pro Well wurde 250 µl vorgewärmtes Intesticult™ 

(Stemcell Technologies, Kanada) hinzugefügt. Um die Anoikis zu verhindern, wurde das 

Intesticult™ in den ersten beiden Tagen mit 10 μmol/L Y-27632 Abcam, USA) supplementiert. Das 

Medium wurde alle zwei bis drei Tage erneuert. Je nach Wachstumsfortschritt wurden die 

Organoide nach 5-10 Tagen in einem Verhältnis von 1:3 bis 1:5 gesplittet. 

 

2.3.4. Passagieren intestinaler Organoide 

 

Zum routinemäßigen Passagieren der Organoide wurde das Intesticult™ aus den Wells entfernt, 

das Matrigel in 500 µl kaltem DPBS gelöst und in einen 15 ml-Falcon überführt. Durch Zugabe von 

10 ml kaltem Advanced DMEM/F12 wurde das Matrigel durch sanftes auf und ab pipettieren 

vollständig gelöst. Die Organoide wurden bei 300 x g für 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Pellet in 2 ml kaltem Advanced DMEM/F12 resuspendiert. Um die 

Dissoziation der Organoide zu erreichen, wurden sie 10–20-mal mit einer Pasteur Pipette auf und 
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ab pipettiert, bis die Organoide in einzelne Krypten-Fragmente zerfielen. Nach erneuter 

Zentrifugation bei 300 x g für 5 Minuten bei 4°C wurde das Pellet in Matrigel resuspendiert und auf 

einer vorgewärmten Well-Plate ausgehärtet (vgl. Tabelle 33). Die Organoide wurden mit 

Intesticult™ für 5-7 Tage im Inkubator kultiviert. 

 

Tabelle 33: Matrigel- und Intesticult Volumen der Organoid Kultur 

Zellkultur-

Platte 

Matrigel-Volumen 

[µl] 

Anzahl Matrigel 

Tropfen 

Intesticult™ Volumen je Well 

[µl]  

48-Well 20-25 1 250 

24-Well 40-45 2-3 500 

12-Well 100-120 5-7 1000 

 

2.3.5. Kryokonservierung intestinaler Organoide 

 

Die Kryokonservierung wurde nach mindestens 2 Passagen an reifen, 7-10 Tage alten Organoiden 

durchgeführt. Dazu wurde zunächst das Kulturmedium entfernt und je 500 µl kaltes Advanced 

DMEM/F12 in die Wells pipettiert. Die Matrigel-Kultur wurde darin resuspendiert und in einen 15 

ml-Falcon überführt. Der Falcon wurde bis 10 ml mit kaltem Advanced DMEM/F12 aufgefüllt und 

bei 300 x g für 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Danach wurde das Medium verworfen und das 

Organoid-Pellet in 500 µl CryoStor™ CS10 (Stemcell, Kanada) resuspendiert. Die Suspension 

wurde in Cryotubes überführt und über Nacht bei -80°C in CoolCell™ Gefrierbehältern (Corning, 

Inc, USA) kontrolliert eingefroren. Am folgenden Tag wurden die Cryotubes zur langfristigen 

Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt. 

 

2.3.6. DSS-Behandlung intestinaler Organoide im in vitro CED-Modell 

Durch Behandlung von Organoiden mit DSS wurde ein in vitro Organoid-CED-Modell generiert 

(Rallabandi et al., 2020; Tian et al., 2023). Dazu wurde 500 kDa DSS (Thermo Scientific, USA) in 

sterilem Intesticult™ Medium gelöst, um eine 0,05 %ige DSS-Lösung herzustellen (Nikolaev et al., 

2020). Ausgereifte Organoide wurden in 24-Well-Platten für 24 Stunden mit der DSS-Lösung 

behandelt. Unbehandelte und mit DSS-behandelte Organoide wurden im Anschluss zur RNA-

Isolation und qPCR-Analyse verwendet (vgl. 2.2.9-10) Die Liste der verwendeten Taqman™ Sonden 

ist der Tabelle 24 zu entnehmen.  
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Generierung des in vitro CED-Modells an intestinalen 
Organoiden.  

Reife intestinale Organoide wurden für 24 Stunden mit 0,05 % DSS (500 kDa) behandelt und anschließend 
geerntet. Das Zellmaterial wurde im Anschluss für RNA- oder Proteinanalysen verwendet. 

 

2.4. Statistische Auswertung 

 

Mit Hilfe der Software GraphPad Prism 10 (Graphpad Software Inc.) wurden anhand der 

erhobenen Daten statistische Analysen durchgeführt. Für den Vergleich zwischen zwei Gruppen 

wurde der nicht-parametrischer Mann-Whitney-U-Test angewendet, da eine Normalverteilung der 

Daten u. a. aufgrund der geringen, teilweise gepoolten, Stichprobengröße (i. d. R. kleiner 10) 

ausgeschlossen werden konnte. Beim Vergleich von 3 oder mehr Gruppen wurde daher der nicht-

parametrischer Kruskal- Wallis Test mit anschließendem Dunn’s Post- hoc Test verwendet. In den 

Graphiken wird der Mittelwert ± Standardabweichung (SEM) angegeben. Das Signifikanzniveau 

der statistischen Analysen wird anhand des p-Wertes wie folgt angegeben: 

p-Wert > 0,05: ns (nicht signifikant); p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001: ***; p<0,0001: **** 

  

0 24 

Zeit [h] 

0,05 % DSS 

Ernte 
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3. Ergebnisse 

3.1. Vorarbeiten  

 

Die vorliegende Arbeit schließt thematisch und experimentell an die bereits veröffentlichte Thesis 

von Katharina Fölsch an (Fölsch, 2021). In Anbetracht des Zusammenhangs zwischen chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen und einem damit einhergehenden erhöhten Risiko, an 

kolorektalem Krebs zu erkranken, wurde in Mausmodellen sowohl die spontane als auch die 

durch entzündliche Prozesse ausgelöste kolorektale Karzinogenese in Abhängigkeit von 

epithelialen und myeloiden HMGB1-Defizienzen untersucht. Dabei wurde im ApcMin Modell der 

spontanen Karzinogenese eine erhöhte Tumorlast im Zusammenhang mit einer epithelialen 

HMGB1-Defizienz nachgewiesen. Demgegenüber führte eine myeloide HMGB1-Defizienz zu einer 

unveränderten Tumorentwicklung und -wachstum im Vergleich zu den Kontrolltieren. Die 

Kombination aus Azoxymethan (AOM) mit einer anschließenden wiederholten DSS-Behandlung 

zur Nachahmung der Colitis-assoziierten Karzinogenese führte zu einer verringerten Tumorlast in 

myeloiden HMGB1-defizienten Versuchstieren, während eine epitheliale HMGB1-Defizienz 

keinen Einfluss auf die Tumorgenese hatte (vgl. auch Abschnitt 1.6). In der Thesis konnte weiterhin 

gezeigt werden, dass eine genetische HMGB1-Defizienz in intestinalen Epithelzellen aus 

Hmgb1ΔIEC zu einem schwereren Krankheitsverlauf während der murinen DSS-induzierten Colitis 

führt. Hmgb1ΔIEC Mäuse wiesen im Vergleich zu Hmgb1f/f eine stärkere Gewebsschädigung, einen 

höheren Gewichtsverlust und eine erhöhte Genexpression pro-inflammatorischer Gene im 

Kolongewebe auf. RNA-Sequenzierungsanalysen deuteten darauf hin, dass die Zellzyklusaktivität 

in epithelialen HMGB1-defizienten Mäusen verändert ist. Im Kontrast dazu konnten im DSS-

Modell keine Auswirkungen einer myeloiden HMGB1-Defizienz auf den Verlauf der Colitis, der 

Expression immunmodulierender Gene sowie der Infiltration von Immunzellen nachgewiesen 

werden. Ziel dieser Arbeit war es daher, den beschriebenen epithelialen Phänotyp weiter zu 

charakterisieren und den HMGB1-abhängigen und zellspezifischen Pathomechanismus der DSS-

Colitis experimentell näher zu untersuchen. 

 

3.2. Der Einfluss des epithelialen HMGB1-Knockouts in der murinen DSS-induzierten 
Colitis 

 

Mit Hilfe des DSS-Modells wurde eine akute Colitis in Hmgb1f/f (WT) und Hmgb1ΔIEC (KO) Mäusen 

hervorgerufen. Dazu wurde den Versuchstieren 1.5 % DSS m/V (36-50kDa) im Trinkwasser für 
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einen Zeitraum von 7 Tagen verabreicht und an Tag 8 wieder auf reguläres Trinkwasser umgestellt 

(vgl. Abschnitt 2.2.4). Die Veränderung des Gewichtes diente in diesem Modell als etablierter 

Parameter für den Schweregrad der intestinalen Entzündung. Anhand der Gewichtskurve (vgl. 

Abb. 8A) war zu erkennen, dass Wurfgeschwister beider Genotypen aus den unbehandelten 

Kontrollgruppen über den Zeitraum an Gewicht zunahmen (+4% bezogen auf das 

Ausgangsgewicht). Bis zum Tag vier unterschieden sich die prozentualen Gewichtsveränderungen 

beider Genotypen unter DSS-Behandlung nicht signifikant. Ab Tag 5 zeigte sich jedoch, dass 

Hmgb1ΔIEC Mäuse einen signifikant höheren Gewichtsverlust aufwiesen als die Gruppe der 

Hmgb1f/f Mäuse (Tag 5: p=0,0074; Tag 6: p=0,005; Tag 7: p= 0,0067). Als ein zusätzlicher Parameter 

für den Schweregrad der intestinalen Entzündung diente im DSS-Modell die Verkürzung des 

Kolons.  In Abbildung 8 B ist die Kolonlänge der verschiedenen Gruppen an Tag 8 nach 

Versuchsende dargestellt (Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Wasser= 9,2 cm, Hmgb1f/f= 8,5 cm, 

Hmgb1ΔIEC= 7,7 cm). Die Länge des Kolons bei Hmgb1ΔIEC Mäusen war mit einer gemittelten 

Differenz von 1,7 cm signifikant stärker verkürzt (p=0,035) als bei den Hmgb1f/f Mäusen.  

Zusätzlich wurde die Proteinkonzentration der Entzündungsmarker Interleukin 1β (IL-1β), 

Tumornekrosefaktor α (Tnf-α) und Interleukin 6 (IL-6) per ELISA im Serum der Versuchstiere 

gemessen (vgl. Abb. 8 C bis 8 E). Bei allen drei Parametern unterschieden sich die gemessenen 

Proteinkonzentrationen in der Kontrollgruppe (Wasser) oder an Tag 4 nach DSS-Behandlung nicht 

signifikant zwischen Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC. An Tag 7 nach der DSS-Gabe zeigte sich jedoch ein 

signifikanter Anstieg der Proteinkonzentrationen der Entzündungsmarker in der Hmgb1ΔIEC Gruppe 

im Vergleich zu Hmgb1f/f (IL-1β: p=<0,041; Tnf-α: p= 0,006; IL-6: p=0,04). Zusammenfassend 

deuten diese Daten darauf hin, dass eine HMGB1-Defizienz in Epithelzellen den Krankheitsverlauf 

einer chemisch induzierten DSS-Colitis verschlimmert.  
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Abbildung 8: Der Einfluss des epithelialen HMGB1-Knockouts in der murinen DSS-induzierten Colitis.  

Hmgb1f/f (WT) und Hmgb1ΔIEC (KO) Mäuse wurden 7 Tage mit 1.5 % DSS m/V im Trinkwasser behandelt, um 
eine DSS-induzierte Colitis auszulösen. Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte Wurfgeschwister beider 
Genotypen. A) Gewichtskurve aller getesteter Gruppen über 7 Tage; B) gemessene Kolonlängen aller 
Versuchsgruppen an Tag 8 nach Versuchsende; C) bis E) Serum-ELISA der proinflammatorischen Marker IL-
1β, Tnf-α und IL-6 an Tag 4 und Tag 7 der DSS-Behandlung sowie der unbehandelten Kontrollgruppe. ns= 
nicht signifikant. 

 

Zur genaueren Untersuchung der Gewebestruktur und der Mucinschicht unter Einfluss von DSS 

wurde eine Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung an Paraffinschnitten durchgeführt. Hierbei werden 

saure Mucine und Glykoproteine tiefblau und Zellkerne rötlich eingefärbt. In den repräsentativen 

Aufnahmen der unbehandelten Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Gewebeproben war die Krypten- und 

Zottenstruktur anhand der Kolonquerschnitte eindeutig zu erkennen. Die äußere Mucinschicht 

war gleichermaßen intakt. Auch an Tag 4 nach DSS-Behandlung war die Gewebestruktur beider 

Genotypen noch vergleichbar. Nach 7 Tagen DSS-Gabe waren die Krypten bei beiden Genotypen 

deutlich aufgelöst und das Epithel stark verdickt. Während bei Hmgb1f/f noch vereinzelte Krypten 

erkennbar waren, waren diese bei Hmgb1ΔIEC durch den schwereren Colitis-Verlauf nahezu 

aufgelöst.  

 

A B 

C D E 
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Abbildung 9: Gewebestruktur der Mukosa nach induzierter DSS-Colitis bei Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC 

Mäusen.  

Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung muriner Kolonquerschnitte unbehandelter und für 4 oder 7 Tage DSS-
behandelter Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Mäuse. Repräsentative mikroskopische Aufnahmen. Gepunkteter 
Pfeil: Goblet-Zellen und transmembrane Mucinschicht; gerader Pfeil: äußere Mucinschicht. Skalierung: 100 
µm. 

 

3.3. Der Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf die Proliferation von Epithelzellen 

 

Um zu untersuchen, ob in den epithelialen HMGB1-defizienten Mäusen Probleme bei der 

Zellproliferation vorliegen, die sich auf eine veränderte Regeneration des Darmepithels unter 

Einfluss von DSS auswirken können, wurde eine immunhistochemische Ki-67- und BrdU-Färbung 

an Kolonquerschnitten von Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Mäusen durchgeführt. Dabei wurde die 

Zellproliferation in intestinalen Krypten der Wasser-Kontrollgruppe beider Genotypen mit der an 

Tag 4, direkt bevor der phänotypische schwerere Zellschaden bei Hmgb1ΔIEC auftrat, nach DSS-

Gabe verglichen (vgl. Abb.  9). Ki-67 und BrdU sind gut untersuchte Marker der Proliferation im 

Darm. Während Ki-67 als nukleäres Protein in sich teilenden Zellen während des gesamten 

mitotischen Prozesses (G1, S, G2, M Phase, nicht in G0) exprimiert wird, kann BrdU als Thymidin 

Analog nur in der S-Phase neu synthetisierter DNA in sich aktiv teilenden Zellen eingebaut werden 

(Eminaga et al., 2016; Kee et al., 2002; Parker et al., 2017). Wie in Abbildung 10 zu erkennen ist, 

unterschieden sich der Anteil Ki-67+ Zellen weder in der Kontrollgruppe noch an DSS-Tag 4 

zwischen den untersuchten Genotypen. Auch bei der Quantifikation BrdU+ Zellen zwischen den 

gleichen Gruppen und Genotypen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (vgl. Abb. 10C 

und 10D). An DSS-Tag 7 war keine Auswertung der Proliferationsmarker Ki-67 und BrdU möglich, 

da die Krypten durch die DSS-induzierte Colitis und zunehmender Entzündung bereits zu stark 
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aufgelöst waren. Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass die HMGB1-Defizienz der 

Epithelzellen die Proliferationskapazität der intestinalen Mukosa nicht beeinflusst.   

 

Abbildung 10: Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf Ki-67- und BrdU-positive Zellen intestinaler 
Krypten.  

In Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC wurde durch die Gabe von DSS im Trinkwasser eine Colitis ausgelöst. A) Ki-67 
immunhistochemische Färbung an Kolonquerschnitten von Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Wasser Kontrolle vs. 
DSS-Tag 4; B) Quantifizierung Ki-67-positiver Zellen je Krypte in Prozent; C) BrdU-immunhistochemische 
Färbung an Kolonquerschnitten von Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Wasser Kontrolle vs. DSS-Tag 4; D) 
Quantifizierung BrdU-positiver Zellen je Krypte in Prozent. Skalierung: A) 100 μm; C) 50 μm. ns= nicht 
signifikant 
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3.4. Der Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf Apoptose, Proliferation und 
Autophagie 

 

Da eine Störung der Proliferation in HMGB1 defizienten Epithelzellen als Ursache für den 

schwereren Colitisverlauf in Hmgb1ΔIEC ausgeschlossen werden konnte, wurden im nächsten 

Schritt mögliche Störungen in der Autophagie und Apoptose untersucht. Dies geschah 

insbesondere vor dem Hintergrund, dass HMGB1 wiederholt mit Autophagie und Apoptose in 

Verbindung gebracht wird, wie auch von Zhu et al. dargelegt (Zhu et al., 2015). Dazu wurden 

Westernblots mit Protein-Lysaten von Kolon-Gesamtgewebe aus Hmgb1f/f oder Hmgb1ΔIEC aus 

Kontroll- und 7-Tage-DSS-behandelter Gruppen angefertigt. Die Autophagie dient als 

lebenswichtiger Stoffwechselprozess dem Abbau und Recycling langlebiger oder fehlgefalteter 

Proteine und Organellen durch das Lysosom (Dikic & Elazar, 2018). Erkrankungen wie CED gehen 

häufig mit einer Störung der epithelialen Barriere einher. Im Darm spielen autophagische Prozesse 

eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Darmbarriereintegrität und der Regulation des 

Immunsystems. Es ist bekannt, dass eine Störung der Autophagie mit der Entstehung chronisch 

entzündlicher Darmerkrankungen einhergehen kann (Hooper et al., 2019; Jin et al., 2024).  

 Zur Analyse der Autophagie wurden die Markerproteine microtubule-associated proteins 1A/1B 

light chain 3B (LC3) und se-questosome 1 (p62) gefärbt. LC3 ist ein lösliches Protein, welches 

während der Autophagie von seiner zytosolischen LC3-I Form durch das Lysosom und 

Autophagosomen in LC3-II umgewandelt wird. Durch die Analyse der Konversionsrate von LC3-I 

zu LC3-II kann die Autophagie untersucht werden, da die Menge von LC3-II mit der Menge der 

Autophagosomen korreliert (Mizushima & Yoshimori, 2007; Tanida et al., 2008). Im Westernblot 

(vgl. Abb. 11 A) konnte kein signifikanter Unterschied des LC3-II/LC3-I Verhältnisses auf 

Proteinebene zwischen den Genotypen in den Wasserkontrollen oder an Tag 7 der DSS-

Behandlung dokumentiert werden. Ein weiterer nützlicher Indikator zur Bestimmung der 

Autophagie-Aktivität ist das multifunktionelle Adaptor- und Autophagosomen-Frachtprotein p62 

(Bjorkoy et al., 2005). Da sich p62 anreichert, wenn die Autophagie gehemmt wird, und die Menge 

von p62 sinkt, wenn die Autophagie induziert wird, kann p62 als Marker zur Untersuchung des 

Autophagie Prozesses verwendet werden (Bjorkoy et al., 2009; Kumar et al., 2022).  Auch für 

diesen Marker konnte in den untersuchten Protein-Lysaten keine Signifikanz zwischen den 

Genotypen in der Wasserkontrollgruppe oder nach 7 Tagen DSS-Behandlung festgestellt werden 

(vgl. Abb. 11 A). Die Defizienz von Epithelialem HMGB1 zeigt also keinen Einfluss auf Autophagie-

Prozesse im Darm. 

Ein weiterer wichtiger Parameter zur Aufrechterhaltung der Homöostase im Darm ist die 

Apoptose. Eine gestörte Apoptose, wie sie bei CED auftritt, kann zu einer Störung des 
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Gleichgewichtes zwischen Zellproliferation und Zelltod von Darmepithelzellen und zu Defekten 

der intestinalen Barriere führen (Blander, 2018; Zhang et al., 2021). Zur Analyse der Apoptose-

Aktivität auf Proteinebene wurden die Marker Caspase-3 und cleaved-Caspase-3 im Westernblot 

untersucht. Caspasen spielen eine zentrale Rolle bei der Kontrolle der Apoptose (Zhou et al., 

2018). Innerhalb dieser Enzymfamilie ist Caspase-3 für die Initiierung und Durchführung des 

geordneten Zellabbaus verantwortlich. Nach der Aktivierung durch Initiator Caspasen wird 

Caspase-3 proteolytisch gespalten, wodurch die aktive Form des cleaved-Caspase-3 entsteht, 

die weitere kritische Proteine in der Zelle spaltet und schließlich zur Apoptose führt (Galluzzi et 

al., 2016). Für die Proteinmenge der inaktiven Form Caspase-3 konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Genotypen in den Wasser-Proben oder Tag 7 der DSS-Proben im Kolon 

gemessen werden. Auch für die aktive cleaved-Caspase-3 zeigt sich kein Unterschied in der 

Proteinmenge zwischen den untersuchten Genotypen in der Wasser- bzw. DSS-behandelten 

Gruppe. Auffallend war, dass die Menge der inaktiven Caspase-3 in der Kontrollgruppe höher lag 

als unter DSS-Behandlung (vgl. Abb. 11). Zur Überprüfung der Westernblot-Daten wurde auf RNA-

Ebene die Expression von Caspase-3 und der Initiator Caspase-9 der gleichen Gruppen und 

Genotypen im Kolongewebe überprüft. Auch hier zeigten sich keine Unterschiede zwischen den 

Genotypen Hmgb1f/f oder Hmgb1ΔIEC (Daten nicht gezeigt). Abschließend wurde durch die 

Messung des Proliferationsmarkers Proliferating cell nuclear Antigen (PCNA) zudem die 

Hypothese aus Abschnitt 3.3 bestätigt, dass die HMGB1-Defizienz keinen Einfluss auf die 

Proliferation des Darmepithels hat. Zusammenfassend ließ sich anhand der Daten 

schlussfolgern, dass die intestinale epitheliale HMGB1-Defizienz im gezeigten Mausmodell 

keinen Einfluss auf die Authophagie- oder Apoptoseaktivität unter steady state-Bedingungen oder 

nach 7 Tagen DSS-Behandlung hatte. 
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Abbildung 11: Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf Marker-Proteine der Apoptose, Proliferation 
und Autophagie.  

Aus Kolongewebe von Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC wurden Proteine nach 7 Tagen DSS-Behandlung oder der 
Wasser-Kontrollgruppe isoliert und im Westernblot analysiert. A) Färbung der Markerproteine LC3B-I, LC3B-
II, p62, PCNA, Caspase-3 und cleaved-Caspase-3, α-Tubulin dient als Housekeeper. N=2 je Gruppe; B) 
Quantifizierung der Marker-Proteine LC3B-I, LC3B-II, p62, PCNA, Caspase-3 und cleaved-Caspase-3 mit 
Normalisierung auf α-Tubulin, Quantifizierung von LC3I als Verhältnis von LC3I zu LC3II. ns= nicht 
signifikant. 
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3.5. Etablierung einer intestinalen Organoid-Zellkultur mit effektiver HMGB1-Deletion aus 
Hmgb1ΔIEC 

 

Um in vitro zu untersuchen, warum eine epitheliale HMGB1-Defizienz im murinen DSS-Colitis 

Modell zu einem schwereren Verlauf führt, wurde eine intestinale 3D-Organoid-Zellkultur 

etabliert. Dafür wurden intestinale Stammzellen aus frisch isolierten Krypten von Kolonstücken 

unbehandelter Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Mäuse isoliert. Die Krypten wurden in Matrigel und unter 

dem Zusatz von spezifischen Wachstumsfaktoren wie EGF und BMP, dem Signal Inhibitor Noggin 

sowie dem Wnt Agonisten von Lgr5 R-spondin1 kultiviert. Dadurch wuchsen die Zellen schnell 

und effizient in sphärische 3D-Strukturen und ähneln morphologisch wie funktionell intestinaler 

Krypten- und Zotten Strukturen (vgl. 2.2.23) In den folgenden Versuchen wurden die intestinalen 

Organoide verwendet, um die Stammzellfunktion, die Zell-Differenzierung, Proliferation und den 

Einfluss von DSS in An- und Abwesenheit von HMGB1 (Hmgb1f/f oder Hmgb1ΔIEC) zu untersuchen. 

Zunächst wurden intestinale Organoide aus mehreren Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Mäusen isoliert, 

expandiert und die Menge an HMGB1 auf Proteinebene via Westernblot bestimmt. In Abbildung 

12 C und D wird die effektive HMGB1-Deletion in Hmgb1ΔIEC
 Organoiden im Vergleich zu Hmgb1f/f 

deutlich. Betrachtet man den zeitlichen Verlauf des Organoid-Wachstums beider Genotypen, 

fielen keine morphologischen Unterschiede zwischen Tag 1 und 8 auf. In den 

Phasenkontrastaufnahmen (vgl. Abb. 12 A) erkannte man anhand der granulahaltigen Strukturen 

an Tag 2 bis 8 Paneth Zellen. Das dunkler werdende Lumen beider Organoid Genotypen deutete 

ab Tag 7 auf das Voranschreiten apoptotischer Prozesse hin. Bis Tag 7 bildeten sich bei 

Organoiden beider Genotypen die für intestinale Organoide typischen Fortsätze aus. 
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Abbildung 12: Etablierung einer intestinalen 3D-Organoid Zellkultur aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Mäusen.  

Wachstumsverlauf (A) einzelner repräsentativer Organoide aus intestinalen Stammzellen von Hmgb1f/f oder 
Hmgb1ΔIEC Tieren. Mikroskopische Phasenkontrastaufnahmen zeigen ein effizientes Wachstum sowie 
Reifung der Organoide über einen Zeitraum von 8 Tagen, granulahaltige Strukturen weisen auf Paneth-Zellen 
hin; das dunkler werdende Lumen zeigt die zunehmende Apoptose an. B) Westernblot der effektiven 
HMGB1-Deletion in Hmgb1ΔIEC auf Proteinebene; C) Densitometrische Bestimmung der Bandenintensität 
(Mehrfachmessung gesammelter Proben); Skalierung A) und B): 100 µm. ns= nicht signifikant 
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3.6. Die HMGB1-Defizienz intestinaler Organoide aus Hmgb1ΔIEC beeinflusst weder das 
Wachstumsverhalten noch die Stammzellsignatur 

 

Um den Einfluss der HMGB1-Defizienz auf das Wachstum der Organoide weiter zu 

charakterisieren, wurde der Durchmesser verschiedener einzelner Organoide aus Hmgb1f/f oder 

Hmgb1ΔIEC über einen Zeitraum von 8 Tagen gemessen. Die Zunahme des Durchmessers 

unterschied sich an keinem der gemessenen Zeitpunkte signifikant voneinander. Der mittlere 

Durchmesser an Tag 1 betrug bei Hmgb1f/f 84 µm und bei Hmgb1ΔIEC  71,2 µm (p= 0,60). Am letzten 

gemessenen Zeitpunkt war der mittlere Durchmesser bei Hmgb1f/f 533 µm und bei Hmgb1ΔIEC  521 

µm (p= 0,89). Als ein weiterer Parameter zur Bestimmung des Organoid-Wachstums beider 

Genotypen wurde die Expansion der Organoide in einer Region von Interesse über einen Zeitraum 

von 8 Tagen gemessen (vgl. Abb. 13B). Nach der Aussaat (Tag 0) wurde die markierte Stelle alle 24 

Stunden am Mikroskop mit Phasenkontrast aufgezeichnet. Bei der Auswertung mit ImageJ wurde 

der Flächenwert des Hintergrundes von der Organoid-Fläche abgezogen und mit der Funktion 

Analyze Particles gemessen. Auch hier zeigten sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede 

zwischen Hmgb1f/f oder Hmgb1ΔIEC. Die Hmgb1-Defizienz in Hmgb1ΔIEC scheint keinen Einfluss auf 

das Wachstumsverhalten sowie der Proliferationskapazität der Organoide zu haben. 

Um die aus Hmgb1f/f oder Hmgb1ΔIEC stammenden intestinalen Organoide weiter zu 

charakterisieren, wurde aus reifem, unbehandeltem Zellmaterial RNA isoliert und in cDNA 

umgeschrieben. Mit Hilfe einer Genexpresssionsanalyse (vgl. Abschnitt 2.2.11) wurde die 

Transkription von Hmgb1, den Markern intestinaler Stammzellen Leucine-rich repeat-containing 

G-protein coupled receptor 5 (Lgr5) und Olfactomedin-4 (Olfm4), Olfactory receptor-78 (Olfr78), 

dem Proliferationsmarker Sox9 und dem G-Protein-gekoppelten Rezeptor Guanine nucleotide-

binding protein (Gnai) untersucht (vgl. Abb. 13C). Die Hmgb1 Expression war in Hmgb1ΔIEC im 

Vergleich zu Hmgb1f/f signifikant reduziert (p=0,029) und verdeutlicht auch auf RNA-Ebene die 

effektive Deletion von Hmgb1. Der Genotyp der isolierten Organoide stimmt mit den Hmgb1ΔIEC 

oder Hmgb1f/f Spendermäusen überein und ist auf das Organoid-Modell übertragbar.  

Die Selbsterneuerung des Darmepithels wird durch die Proliferation von Stammzellen, die sich in 

der Nähe des Kryptenbodens befinden, gelenkt. Enterozyten, Becherzellen, enteroendokrine 

Zellen und Paneth-Zellen werden durch sich selbst erneuernde Stammzellen in den Krypten neu 

gebildet, wandern entlang der Krypten-Zotten Struktur entlang und gehen an den Zottenspitzen 

durch zunehmende Apoptose verloren (Sato et al., 2009). Das Gen Lgr5 ist einer der am besten 

charakterisierten intestinalen Stammzell-Marker (Dame et al., 2018; Sato et al., 2011). Die Lgr5-

Transkription unterschied sich nicht signifikant zwischen Hmgb1f/f oder Hmgb1ΔIEC. Ein weiterer 

gut untersuchter Stammzellmarker ist Olfm4, welcher wie Lgr5 am Boden der Krypten exprimiert 
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wird (van der Flier et al., 2009). Auch die Olfm4 Transkription unterschied sich nicht signifikant 

zwischen Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Organoiden. Weiterhin wurde die Transkription von Olfr78 

beider Genotypen verglichen. Olfr78 dient als gut untersuchter Marker enteroendokrine Zellen 

und ist als Modulator intestinaler Entzündungsprozesse beschrieben worden (Fleischer et al., 

2015; Kotlo et al., 2020). Wie in Abbildung 13 C ersichtlich, unterschied sich die Expression von 

Olfr78 nicht signifikant zwischen beiden Genotypen. Auch die Genexpression des 

Transkriptionsfaktors Sox9 variierte nicht signifikant zwischen den beobachteten Gruppen. Sox9 

wird in Stamm- und Vorläuferzellen intestinaler Krypten und Organoide exprimiert und kann 

anhand der Expressionsmenge mit der Proliferationsrate dieser Zellen korreliert werden (Burclaff 

et al., 2022; Ramalingam et al., 2012).  Die Sox9 regulierte Zellproliferation scheint hier 

unabhängig von der Hmgb1-Defizienz intestinaler Organoide zu sein. Zuletzt wurde die Gnai 

Transkription zwischen beiden Genotypen verglichen. Diese unterscheidet sich ebenfalls nicht 

signifikant voneinander. GNAI kann als G-Protein in zahlreichen Signalkaskaden als Transducer 

fungieren, die GPCRs nachgeschaltet sind. Dazu gehören Prozesse wie die Zellteilung oder 

Regulation des Zellzyklus (Canals et al., 2019; Soundararajan et al., 2008).  

Zusammenfassend kann anhand der Daten gezeigt werden, dass die Hmgb1 Defizienz im steady 

state keinen Einfluss auf die Stammzellaktivität- und Funktionalität, die Expression der gezeigten 

Proliferationsmarker sowie auf das Wachstumsmuster intestinaler Organoide aus Hmgb1ΔIEC im 

Vergleich zu Hmgb1f/f hat.   
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Abbildung 13: Charakterisierung von intestinalen Organoiden aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC.   

A)Veränderung des Durchmessers einzelner Organoide beider Genotypen über einen Zeitraum von 8 Tagen; 
B) Zunahme der bewachsenen Matrigel-Fläche einer Region von Interesse über einen Zeitraum von 8 Tagen; 
C) mRNA-Menge (fold induction) der Gene Hmgb1, Lgr5, Olfm4, Olfr78, Sox9 und Gnai gemessen in 
unterschiedlichen, aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC gewonnenen, intestinalen Organoiden. ns= nicht signifikant 
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3.7. Etablierung einer intestinalen Organoid-Zellkultur nach Tamoxifen-induzierter 
HMGB1-Deletion in Hmgb1f/f UBC cre+ 

 

Im nächsten Schritt wurden intestinale Organoide aus Tamoxifen-induzierten Hmgb1-Knockout-

Mäusen (Hmgb1f/f
 UBC cre+) generiert, um die voranstehenden Organoid-Daten aus Hmgb1ΔIEC zu 

bestätigen. Die angewendete Tamoxifen-induzierte Deletionsstrategie bei der Hmgb1 f/f-UBC-

Cre/ERT2 Linie ist in Abschnitt 2.2.3 beschrieben. Als Kontrolle dienten parallelisolierte 

Organoide aus Hmgb1+/+
 UBC cre+ Spendermäusen.  Analog zu den bereits dargestellten 

Versuchen wurde die effektive Deletion von Hmgb1 über Westernblots (vgl. Abb. 14B) 

nachgewiesen. Intestinale Organoide aus Hmgb1f/f
 UBC cre+ weisen eine signifikante Reduktion 

von HMGB1 im Vergleich zu Organoiden aus Hmgb1+/+
 UBC cre+ auf (p=0,028) (vgl. Abb. 14C).  

Wird der zeitlichen Verlauf des Organoidwachstums beider Genotypen betrachtet, fallen keine 

morphologischen Unterschiede zwischen Tag 1 bis 8 auf. In den Phasenkontrastaufnahmen (vgl. 

Abb. 14A) sind anhand der granulahaltigen Strukturen ab Tag 1 Paneth-Zellen ersichtlich.  An Tag 

7 bilden sich bei beiden Genotypen die charakteristischen Fortsätze aus. Das dunkler werdende 

Lumen beider Organoid Linien deutet ab Tag 7, wie bei Hmgb1f/f oder Hmgb1ΔIEC Organoiden, auf 

das baldige Absterben der Organoide hin. 
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Abbildung 14: Etablierung einer intestinalen 3D-Organoid-Zellkultur aus Hmgb1+/+
 UBC cre+ und Hmgb1f/f

 

UBC cre+ Mäusen. 

Hmgb1f/f
 UBC cre+ Mäuse wurden für die induzierte HMGB1-Deletion mit Tamoxifen behandelt. Aus dem 

Darm wurden anschließend intestinale Stammzellen gewonnen und für die Kultur intestinaler Organoide 
verwendet. Als Kontrolle dienten intestinale Organoide aus Hmgb1+/+

 UBC cre+ Spendertieren. A) 
Wachstumsverlauf einzelner repräsentativer Organoide aus intestinalen Stammzellen von Hmgb1+/+

 UBC 
cre+ und Hmgb1f/f

 UBC cre+ Mäusen. Mikroskopische Phasenkontrastaufnahmen zeigen ein effizientes 
Wachstum sowie Reifung der Organoide über einen Zeitraum von 8 Tagen.  Granulahaltige Strukturen 
weisen auf Paneth- Zellen hin, ein dunkler werdendes Lumen zeigt die zunehmende Apoptose an; B) 
Westernblot der effektiven HMGB1-Deletion in Hmgb1f/f

 UBC cre+ auf Proteinebene; C) Densitometrische 
Bestimmung der Bandenintensität für beide Genotypen, Mehrfachmessung gesammelter Proteinproben, 
Normierung auf Hmgb1+/+

 UBC cre+. Skalierung: 100 µm. ns= nicht signifikant 
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3.8. Charakterisierung von Hmgb1+/+
 UBC cre+ Organoiden 

 

Um das Wachstum der Organoide in An- oder Abwesenheit von Hmgb1 zu charakterisieren, wurde 

erneut die Veränderung des Durchmessers über 8 Tage verfolgt (vgl. Abb. 15 A). Hierbei zeigte sich, 

dass sich die Größe des Durchmessers an keinem der gemessenen Zeitpunkte signifikant unter 

den Gruppen unterscheidet. Der mittlere Durchmesser vier unterschiedlicher Organoide an Tag 1 

betrug bei Hmgb1+/+
 UBC cre+ Organoiden 104 µm und bei Hmgb1f/f

 UBC cre+ 96,2 µm (p=0,96). 

An Tag 8 haben sich Hmgb1+/+
 UBC cre+ Organoide auf durchschnittlich 338 µm und Hmgb1f/f

 UBC 

cre+ Organoide auf 320 µm vergrößert (p= >0,99). Betrachtet man das Flächenwachstum der 

Organoide über 4 Tage, so zeigten sich auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Gruppen. Am Tag der Aussaat betrug die mit Organoiden bewachsene Fläche Hmgb1+/+
 UBC cre+ 

495,5 µm2 und bei Hmgb1f/f
 UBC cre+ 557,0 µm2 (p= 0,9331). In den Tamoxifen-induzierten 

HMGB1-Knockout-Organoid-Modell waren keine Einflüsse auf das Wachstumsmuster und die 

Morphologie im Vergleich zum WT festzustellen.  

Im nächsten Schritt wurde die Expression der Stammzellmarker Lgr5 und Olfm4 auf RNA-Ebene 

in Organoiden beider Genotypen untersucht (vgl. Abb. 15C). Die Transkription beider Markergene 

unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen, wobei die Lgr5-Expression bei einer 

Organoid-Linie erhöht war und die Olfm4-Expression im Allgemeinen erhöht war. Zusätzlich 

wurde die Expression von Muc2 analysiert, welches als Marker für Goblet-Zellen dient (Elmentaite 

et al., 2021). Auch diese unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. Weiterhin 

wurde die Genexpression von Villin analysiert, welches als Marker von gastrointestinalen 

Epithelzellen dient und die Epithelzell-Morphologie sowie Zell Motilität regulieren kann (Wang et 

al., 2008). Auch hier wurden keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression zwischen 

HMGB1-KO und -WT festgestellt. Auch die Analyse der Genexpression von Olfr78 als Marker 

enteroendokriner Zellen zeigte keine signifikante Abweichung beider Gruppen auf. 

Zusammenfassend hat die Tamoxifen-induzierte HMGB1-Deletion in Hmgb1f/f
 UBC cre+ 

Organoiden keinen Einfluss auf das Wachstumsmuster sowie auf die Genexpression 

verschiedener Stammzell- und gastrointestinaler Zellmarker. 
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Abbildung 15: Charakterisierung von intestinalen Organoiden aus Hmgb1+/+
 UBC cre+ und Hmgb1f/f

 UBC 
cre+ Mäusen. 

A) Veränderung des Durchmessers einzelner Organoide beider Genotypen über einen Zeitraum von 8 Tagen; 
B) Zunahme der bewachsenen Matrigelfläche einer Region von Interesse über einen Zeitraum von 8 Tagen; 
C) mRNA-Expression (fold induction) der Gene Lgr5, Olfm4, Muc2, Villin und Olfr78 gemessen in 
unterschiedlichen, aus Hmgb1+/+

 UBC cre+ und Hmgb1f/f
 UBC cre+ gewonnenen intestinalen Organoiden. 

ns = nicht signifikant 
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3.9. Der Einfluss der HMGB1-Deletion intestinaler Organoide auf die DSS-induzierte 
systemische Entzündungsreaktion 

 

In einem nächsten Schritt wurden intestinale Organoide aus Hmgb1ΔIEC und Hmgb1f/f in einem in 

vitro CED-Modell untersucht, um einen DSS-induzierten Zellschaden herbeizuführen (Rallabandi 

et al., 2020). Dazu wurden die Organoide für 24 Stunden mit 0,05 % DSS behandelt, um die 

Entzündungs- bzw. Verletzungsreaktion mittels Genexpressionsanalyse zu untersuchen. Die 

Behandlung mit DSS führte in den geschädigten Organoiden zur Entzündung und einer Zunahme 

des Zytokin-Signalings. Die qPCR-Analyse zeigte eine höhere Expression der pro- 

inflammatorischen Zytokine IL-6, Tnf-α und Tgfb (vgl. Abb. 16) im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

Weiterhin war während der DSS-Gabe das Expressionsniveau inflammatorischer Downstream-

Targets wie Chemokine-Rezeptor-Ligand Cxcl1, reaktive Sauerstoffmarker Nos2, Paneth-

Zellmarker Lysozym (Lyz), Proteom-degradierendes Ubiquitin (UBD) und Signal transducer and 

transcription activator (Stat1) im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich erhöht (vgl. Abb.16). Stat1 

vermittelt zelluläre Reaktionen auf Interferone (IFNs) sowie Zytokine und vermittelt bei HMGB1 

die nukleäre Translokation ins Cytoplasma (Lu et al., 2014). Jedoch unterschieden sich für diese 

Marker die Expressionslevel nicht zwischen Hmgb1ΔIEC oder Hmgb1f/f. Ebenso war die Expression 

der an der Wundheilung beteiligten Matrix-Metalloproteasen MMP3 und MMP10 (nicht gezeigt) 

durch die Entzündung der behandelten Organoide höher als in der Vergleichsgruppe. Die 

Expression von MMP3 war in Hmgb1ΔIEC signifikant (p= 0,044) erhöht, jedoch nicht die von MMP10. 

Die gleiche Genexpressionsanalyse wurde auch für DSS-behandelte und unbehandelte 

Organoide aus Hmgb1+/+
 UBC cre+ und Hmgb1f/f

 UBC cre+ durchgeführt (Daten nicht gezeigt). 

Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Entzündungsreaktion in 

Abhängigkeit der HMGB1-Deletion. Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass die 

zelluläre Grundfunktionalität und Reaktion auf eine systemische Inflammation in diesen 

vereinfachten Darmmodellen unabhängig von der genetischen HMGB1-Defizienz ist. 
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Abbildung 16: Einfluss der HMGB1-Deletion intestinaler Organoide auf die DSS-induzierte systemische 
Entzündungsreaktion. 

Organoide aus Hmgb1ΔIEC und Hmgb1f/f wurden für 24 Stunden mit DSS behandelt und anschließend mittels 
qPCR-Analyse auf die Genexpression inflammatorischer Zytokine (IL-6, Tnf-a, Tgfb), Downstream 
Effektoren (Cxcl1, Nos2, Lyz, UBD, Stat1) und Matrixmetalloprotease 3 (MMP3) untersucht. Als 
Kontrollgruppe dienten unbehandelte Organoide beider Genotypen. ns = nicht signifikant. 

 

3.10. Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf die Permeabilität der intestinalen 
Barriere. 

 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die epitheliale HMGB1-Deletion einen Einfluss auf die 

Permeabilität der intestinalen Barriere haben könnte und so den schwereren Colitis-Verlauf in 

Hmgb1ΔIEC Mäusen erklären kann. Da eine geschädigte Darmbarriere die Folge einer tight junction 
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Dysfunktion oder einer Epithelschädigung sein kann (Horowitz et al., 2023), wurden diese im 

Folgenden genauer untersucht. Dazu wurde per Genexpressionsanalyse die Transkription der 

tight junctions Claudin-1 (Cldn1), Claudin-2 (Cldn2), Claudin-4 (Cldn4), tight junction protein 1 

(Tjp1 bzw. ZO-1), Occludin (Ocln) und der adherens junction E-Cadherin (Cdh1) sowohl in 

intestinalen Organoiden als auch im Kolongewebe der entsprechenden Kontrollen und DSS-

behandelten Proben beider Genotypen (Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC) untersucht. Die Claudine-1 bis -

4 gehören zu der großen Gruppe der Claudine, die als Transmembranproteine zusammen mit 

Occludin entscheidend für die intestinale Barriereintegrität und den selektiven Stoffaustausch 

sind (Chelakkot et al., 2018). Wie in Abbildung 17A zu erkennen ist, unterschied sich das 

Expressionsniveau der Gene Cldn1, Cldn2, Cldn4 und Ocln nicht signifikant zwischen den 

Genotypen in den Wasser-Kontrollen oder mit DSS-behandelten intestinalen Organoiden. Auch 

das tight junctions assoziierte Gen Tjp1 und die repräsentative Adherens Junction Cdh1 wiesen 

ein vergleichbares Expressionsniveau auf.  Das gleiche Bild ergab sich in vivo beim Vergleich der 

Genotypen in den Wasser-Proben oder Tag 4 und 7 der DSS-Proben (vgl. Abb. 17B). Auch hier 

unterschieden sich weder die tight junctions noch adherens junction-Marker auf 

Genexpressionsniveau zwischen Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC. Anhand dieser Daten ist folglich kein 

Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf die Expression der gezeigten tight- und adherens 

junctions in intestinalen Organoiden und Kolongewebe nachzuweisen.  

Daher wurden in einem zweiten Schritt verschiedene Permeabilitätsmarker im Mausserum der 

entsprechenden Versuchsgruppen per ELISA nachgewiesen. Zu den getesteten Serum Markern 

gehören Diaminoxidase (DAO), Intestinal fatty acid binding protein (IFABP) und Zonulin. Alle drei 

Proteine gelten als gut untersuchte und validierte Biomarker für die Beurteilung der Integrität der 

Darmbarriere (Zheng et al., 2021). DAO und IFABP sind insbesondere in Darmepithelzellen 

vorkommende zytosolische Proteine und werden bei einer Störung oder Schädigung des 

Darmepithels freigesetzt. Steigende Serumlevel dieser Biomarker deuten daher auf einen Verlust 

der Barrierefunktion hin (Kong et al., 2019; Linsalata et al., 2018). Zonulin fungiert als ein 

Modulator, welcher tight junction-Protein Interaktionen im Darmepithel verändern und so 

Verbindungen zwischen Epithelzellen lockern kann (Schoultz & Keita, 2020). Erhöhte Serum 

Zonulin Level gehen daher mit einer durchlässigeren Darmbarriere einher   (La Torre et al., 2023; 

Tajik et al., 2020). Wie man in Abb. 17 C sieht, stiegen die Serumlevel der Marker DAO, IFABP und 

Zonulin bei Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC unter DSS-Behandlung durch die Schädigung des Epithels im 

Vergleich zur Wasserkontrolle an. Jedoch unterschieden sich die gemessenen 

Proteinkonzentrationen nicht signifikant zwischen den Genotypen.  
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Abbildung 17: Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf die Permeabilität der intestinalen Barriere im 
Mausmodell und in Organoiden. 

A) und B) In Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC wurde durch die Gabe von DSS im Trinkwasser eine Colitis ausgelöst. 
Genexpressionsanalyse der tight junctions Cldn1, Cldn2, Cldn4, Tjp1, Cdh1 und Ocln in mit DSS-
behandelten intestinalen Organoiden und Kontrollen (A) oder im Kolongewebe (B) beider Genotypen in der 
Wasserkontrollgruppe und Tag 4 und 7 nach DSS-Behandlung; C) Serum ELISA der Permeabilitätsmarker 
DAO, IFABP und Zonulin in Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Kontrollen und Tag 7 nach DSS-Behandlung. ns = nicht 
signifikant. 

 

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Permeabilität von Epithelzellen ist der in vitro 

Permeabilitäs-Assay (Marr et al., 2023; Ni et al., 2017). Dazu wurde in murinen MC38-Zellen das 

Gen Hmgb1 mit Hilfe der CRISPR-Cas9-Technologie gezielt deletiert (vgl. 2.2.24). Nach 

Überprüfung der effektiven HMGB1-Deletion über Westernblots (vgl. Abb. 18 A-B) wurden MC38-

HMGB1 +/+ (Wt) und MC38-HMGB1 -/- (KO) Zellen in Transwell-Einsätzen kultiviert und nach 

Erreichen der Konfluenz über einen Zeitraum von 6 Stunden mit FITC-Dextran behandelt, um  

anschließend die Menge des diffundierten FITC-Dextrans photometrisch zu bestimmen. In 

diesem Versuch wurde die Permeabilität wildtypischer MC38-Zellen mit CRISPR-Cas9-

deletierten MC38-Zellen (HMGB1 -/-) und MC38-Zellen mit CRISPR-Cas9-Leervektor, die nicht 

Hmgb1 deletiert sind (HMGB1 +/+), miteinander verglichen. In Vorversuchen wurde die Viabilität 

und Proliferation von MC38-HMGB1 +/+ und MC38-HMGB1 -/- Zellen mit wildtypischen MC38-

Zellen verglichen. Hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Daten nicht gezeigt). So 

konnten mögliche, durch die eingebrachten Vektor Konstrukte ausgelöste, Veränderungen der 

zellulären Grundfunktionen ausgeschlossen werden. Im Permeabilitäts-Assay in Abbildung 18 

ließ sich an keinem der gemessenen Zeitpunkte Unterschiede in der FITC-Dextran abhängigen 

Permeabilitätsrate messen. Damit ist ein Einfluss des epithelialen HMGB1 auf die Integrität der 

intestinalen Darmbarriere unwahrscheinlich, da weder in mRNA- und Serumlevel noch im in vitro 

Permeabilitäts-Assay signifikante Unterschiede der entsprechenden Marker nachgewiesen 

werden konnten. 



78 

 

Abbildung 18: Permeabilität von HMGB1 +/+ und MC38 HMGB1 -/- Zellen für FITC Dextran (FD4). 

Mit Hilfe der CRISPR-Technologie wurde in murinen MC38-WT-Zellen ein HMGB1-Knockout induziert. A) 
Westernblot der effektiven HMGB1-Deletion in HMGB1 -/- auf Proteinebene; B) Densitometrische 
Bestimmung der Bandenintensität. C) MC38-HMGB1 +/+ (Nullvektor) MC38-HMGB1 -/- (KO) und MC38-WT-
Zellen (ohne CRISPR-Cas9-Vektor) wurden in einem Transwell-Assay auf die Permeabilität von FITC-
Dextran (FD4) untersucht. Als Kontrolle dienten wildtypische MC38-Zellen. ns= nicht signifikant 

 

3.11. Der Einfluss von intrazellulärem HMGB1 auf die in vitro Wundheilung  

 

Die Wundheilung der Darmschleimhaut ist ein komplexer Prozess, der darauf abzielt, die 

Darmbarriere nach Verletzungen funktionell wiederherzustellen. Bei diesem Prozess werden 

verschiedene zelluläre und molekulare Mechanismen wie Zellmigration, Proliferation und 

Entzündungsregulation koordiniert (Chelakkot et al., 2018). Ein intakter Wundheilungsprozess ist 

entscheidend für die Wiederherstellung der Permeabilität und die Darmhomöostase. Eine 

gestörte Wundheilung kann die Darmbarriere beeinträchtigen und Entzündungen im Darm 

verstärken (Horowitz et al., 2023; Sommer et al., 2021). Um zu untersuchen, ob der Phänotyp statt 

auf Störungen der intestinalen Permeabilität eher auf eine gestörte Wundheilung der Mukosa in 

HMGB1-defizienten Epithelzellen zurückzuführen ist, wurde dies im Folgenden über einen 

Scratch-Assay überprüft (vgl. Abschnitt 2.2.23). 
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 Im Scratch-Assay wurde sowohl die Proliferation (vgl. Abb. 19 A) als auch die Migration (vgl. Abb. 

19 B) in Gegenwart und Abwesenheit von intrazellulärem HMGB1 untersucht. In letzterem 

Versuchsaufbau wurden die MC38-Zellen mit dem DNA-Synthese-Inhibitor Cytosin-β-D-

arabinofuranosid-Hydrochlorid im Kulturmedium behandelt, um die Zellmigration als Teil des 

Wundheilungsprozesses isoliert betrachten zu können. Die Konfluenz betrug nach 24 Stunden für 

die Migration 69% bzw. 71,7 % (p=0,82) und für die Proliferation 82,0% bzw. 75,6% (p=0,35) 

zwischen HMGB1 +/+ und HMGB1 -/- MC38-Zellen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Wundheilung 

langsamer verläuft, wenn die DNA-Replikation gehemmt wird. Es gibt jedoch keinen Unterschied 

in der Wundheilungskapazität zwischen HMGB1-positiven (HMGB1 +/+) und HMGB1-negativen 

(HMGB1 -/-) MC38-Zellen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass intrazelluläres HMGB1 keinen 

Einfluss auf die Wundheilungskapazität in Bezug auf die Zellmigration und Proliferation in diesem 

in vitro Modell hat.  
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Abbildung 19:  Der Einfluss von intrazellulärem HMGB1 auf die Wundheilung in vitro.  

Mit Hilfe der CRISPR/Cas-Technologie wurde in murinen MC38-WT-Zellen ein HMGB1-Knockout induziert. 
MC38-WT-HMGB1 +/+ und MC38-KO-HMGB1 -/- Zellen wurden in einem Scratch-Assay über 24 Stunden 
auf ihre Wundheilungskapazität untersucht. A) Repräsentativer Scratch-Assay mit MC38-HMGB1 +/+ und 
MC38-HMGB1 -/- Zellen mit DNA-Replikations-Inhibitor, um die Migration der Zellen zu untersuchen; B) 
Repräsentativer Scratch-Assay der gleichen Zelllinien ohne Proliferationsinhibitor (Kontrolle), um die 
Zellproliferation zu untersuchen; C) Auswertung der Wundkonfluenz [%] aus A) und B) nach 24 Stunden. 
Daten aus 3 unabhängigen Versuchen. Skalierung: 100 µm. ns= nicht signifikant 
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3.12. Epitheliales HMGB1 beeinflusst das extrazelluläre Matrix-Remodelling 

 

Im Rahmen dieser Arbeit und vorangegangenen Publikationen (Fölsch, 2021) wurde gezeigt, dass 

eine HMGB1-Defizienz in intestinalen Epithelzellen zu einem schwereren Krankheitsverlauf 

während der DSS-induzierten murinen Colitis führt. Frühere RNA-Expressionsanalysen in 

Darmgewebe von Hmgb1ΔIEC und Hmgb1f/f deuteten auf eine Veränderung der Zell-Zyklusaktivität 

bei Abwesenheit von epithelialen HMGB1 hin. Diese Hypothese konnte durch 

immunhistochemische Färbungen der Proliferationsmarker BrdU und Ki-67, des Nachweises von 

PCNA sowie der Beobachtung des Wachstums in Abhängigkeit von intrazellulärem HMGB1 nicht 

bestätigt werden. DSS-induzierte Organoid-Verletzungen in vitro führten zu einer vergleichbaren 

Induktion von Genen, die an Entzündungen beteiligt sind (IL-6, Nos2, Tnf-a), Lysozym-Z-

Produktion (Lyz) und tight junction-Bildung (Cldn1, Tjp1) welches auf eine unveränderte 

Grundfunktionalität und Reaktionsfähigkeit in Abwesenheit von intrazellulärem HMGB1 in diesen 

vereinfachten Modellsystemen hinweist. Allerdings konnte im Modell der murinen Colitis-

assoziierten Karzinogenese CAC gezeigt werden, dass HMGB1 aus myeloiden Zellen einen 

verstärkten Einfluss auf die Tumorgenese im chronisch-entzündeten Darm hat (Foelsch et al., 

2024).  

Um diese Hypothese zu prüfen, wurden Epithelzellen und myeloide Immunzellen nach 4 Tagen 

DSS-Behandlung separat auf RNA-Ebene sequenziert. Dazu wurden aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC 

Epithelzellen aus dem Kolon gewonnen und die myeloiden Zellen aus der Immunzellfraktion 

mittels FACS-Sorting isoliert (vgl. Abschnitt 2.2.6-7). In der Auswertung der Sequenzierdaten 

wurden nicht-Protein-codierende Sequenzen ausgeschlossen.  

Nach 4 Tagen DSS-Behandlung wurden beim Vergleich der Genexpression von Epithelzellen aus 

Hmgb1ΔIEC und Hmgb1f/f 3239 DEGs identifiziert, wovon 357 in Hmgb1ΔIEC hoch- und 2882 DEGs 

herunterreguliert waren (vgl. Abb. 20A). Die Heatmap-Analyse in Abbildung 20 B zeigt eine 

deutliche Gruppierung der getesteten Mäuse nach Genotyp. Die over representation Analysis 

(ORA) ergab eine signifikante Anreicherung von Pathways, welche mit der extrazellulären Matrix 

Biologie und deren Organisation sowie der Zelladhäsion und Zell-Zell-Kommunikation in 

Verbindung stehen (vgl. Abb. 20C) (Boyle et al., 2004). Neben den mit DSS-behandelten Proben 

wurde auch eine Sequenzierung an epithelialen Zellen beider Genotypen unter steady state-

Bedingungen durchgeführt. Hier ergab die Analyse der Sequenzierungsdaten 49 DEGs, von denen 

15 in Hmgb1ΔIEC hoch- und 34 herunterreguliert waren (vgl. Abb. 21 A). Unter den signifikanten 

DEGs befand sich auch Hmgb1. Die Heatmap-Analyse (vgl. Abb. 21 B) zeigte weiterhin eine klare 

Gruppierung nach dem Genotyp. Die ORA-Analyse ergab, ähnlich wie unter DSS-Einfluss, eine 

Überrepräsentation von Pathways in Epithelzellen in Zusammenhang mit dem extrazellulären 
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Raum und Zell-Zell-Signaling (vgl. Abb. 20 C). Dies deutet darauf hin, dass HMGB1 potenziell eine 

wichtige Rolle bei der Regulation dieser Prozesse spielt, insbesondere im Kontext des 

extrazellulären Matrix-Remodellings während des Verlaufs und der Wundheilung von 

entzündlichen Darmerkrankungen. 

Die Analyse der Genexpression in myeloiden Zellen aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC nach einer 

viertägigen DSS-Behandlung lieferte 31 DEGs, von denen 30 Gene in Hmgb1ΔIEC herunterreguliert 

waren (vgl. Abb. 22 A). Dies spiegelte sich in der ORA (vgl. Abb. 22 C) in einer unterschiedlichen 

Repräsentation von Pathway „immune system process“ wider. In Abbildung 22 B ist die 

geclusterte Heatmap der sequenzierten myeloiden Samples nach Genotyp dargestellt.   

 

Abbildung 20: Effekt der epithelialen HMGB1-Deletion in Epithelzellen auf die Genexpression der frühen 
Phase in der murinen DSS-induzierten Colitis.  

Darmepithelzellen wurden nach 4 Tagen DSS-Behandlung aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC isoliert. Nach RNA-
Isolierung wurden die Proben sequenziert. A) Volcano-Plot, grüne Punkte = DEG, graue Punkte = detected 
Gene; B) Geclusterte Heatmaps mit n=3; C) Over representation enrichment analysis (ORA) der Hmgb1f/f 

und Hmgb1ΔIEC Proben mit n = 3. FDR = false discovery rate, FDR <0,05 = signifikant, DEG = differentially 
expressed gene. 
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Abbildung 21: Effekt der epithelialen HMGB1-Deletion in Epithelzellen auf die Genexpression im 
Normalzustand. 

Darmepithelzellen wurden aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC isoliert und die RNA sequenziert. A) Volcano Plot, 
grüne Punkte = DEG, graue Punkte = detected Gene; B) Geclusterte Heatmap mit n = 3; C) Over 
representation enrichment analysis (ORA) der Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Proben mit  n = 3. FDR = false 
discovery rate, FDR <0,05 = signifikant, DEG = differentially expressed gene. 

 

 

Hmgb1
ΔIEC

 vs. Hmgb1
f/f
 FDR<0,05 
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Abbildung 22: Effekt der myeloiden HMGB1-Deletion auf die Genexpression der frühen Phase in der 
murinen DSS-induzierten Colitis.  

Myeloide Zellen wurden nach 4 Tagen DSS-Behandlung aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC isoliert. Nach RNA-
Isolierung wurden die Proben sequenziert. A) Volcano Plot, grüne Punkte = DEG, graue Punkte = detected 
Gene; B) Geclusterte Heatmap; C) Over representation enrichment analysis (ORA) der Hmgb1f/f und 
Hmgb1ΔIEC Proben mit n[Hmgb1f/f ] = 3 und n [Hmgb1ΔIEC] = 4. FDR = false discovery rate, FDR <0,05 = 
signifikant, DEG = differentially expressed gene. 

 

Im Anschluss wurden weitere Untersuchungen durchgeführt, um die aus den 

Sequenzierungsdaten gewonnenen Erkenntnisse in Bezug auf die Anreicherungen von 

Signalwegen, die mit der extrazellulären Matrixbiologie und der Zelladhäsion zusammenhängen, 

nachzugehen. Dafür wurden mittels qPCR relevante pro-fibrogene Gene analysiert sowie Sirius-

Rot-Färbungen durchgeführt (vgl. Abb. 23: Diese Daten wurden freundlicherweise von PD Dr. 

Hübener und Dr. Pelczar zur Verfügung gestellt). Die qPCR Analysen der Fibrose assoziierten Gene 

Kollagen (Col1a1), Metallopeptidase Inhibitor 1 (TIMP1), Alpha-Aktin-2 (Acta2), Fibronectin 1 

(Fn1) und Matrixmetalloprotease 9 (MMP9) ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen 

Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC. Zur histologischen Färbung von Kollagen wurden weiterhin Sirius-Rot-

Färbungen von Kolongewebe unbehandelter Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC Mäuse, DSS-behandelter 

Mäuse sowie von Gewebeaus chronischen (AOM/DSS) sowie Karzinogenese-Modellen (Apc+ min) 
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durchgeführt (Abb. 23 C). Nach einer verblindeten semiquantitativen Auswertung (Abb. 23 B) der 

Sirius-Rot-Positivität konnten keine Unterschiede in der Kollagenablagerung zwischen den 

Genotypen festgestellt und keine Anomalien bei der Kollagenakkumulation oder 

verletzungsabhängigen Genexpression festgestellt werden. Dies deutet auf eine HMGB1-

vermittelte Modulation der extrazellulären Matrix Biologie außerhalb der reinen Akkumulation 

ihrer Komponenten hin. 

 

Abbildung 23: Auswirkung der epithelialen HMGB1-Deletion auf die Kollagenakkumulation und 
Genexpression pro-fibrogener Schlüssel-Gene 

A) qPCR Analyse relevanter Fibrose-assoziierter Gene in nicht-tumorösem und tumorösem Kolongewebe 
von Apc+/min Hmgb1f/f- und Apc+/min Hmgb1ΔIEC -Mäusen. B) Erhobene Fibrose-Scores von Sirius-rot-
gefärbtem Kolongewebe der angegebenen Mausmodelle verschiedener intestinaler Verletzungen aus 
Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC. C) Repräsentative Sirius-Rot-Färbungen aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC und den 
angegebenen Mausmodellen. Skalierung: 100 µm.  ns= statistisch nicht signifikant 
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3.13. Extrazelluläres HMGB1 besitzt eine Signaling-Funktion im Kontext der Colitis 

 

Posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierungen sind wichtig für die Regulation 

verschiedener Prozesse wie der intrazellulären Signalübertragung, der Genexpression, 

Zellproliferation oder Apoptose von Bedeutung. Die Proteinphosphorylierungen werden durch 

Proteinkinasen reguliert (Rauch et al., 2011; Yan et al., 2019). Daher wurden im folgenden 

Abschnitt Proteinkinase Phosphorylierungen in An- und Abwesenheit von extrazellulärem HMGB1 

untersucht, um nochmals zu überprüfen, ob freigesetztes HMGB1 eine Signalwirkung auf 

umgebende Zellen hat. Wildtypische MC38-Zellen wurden dafür in der Zellkultur mit reduziertem 

oder disulfid-HMGB1 behandelt. Die aus dem Zellmaterial gewonnenen Protein-Lysate wurden in 

einem Phospho-Kinase-Array eingesetzt, bei dem Phosphorylierungslevel verschiedener 

Proteinkinasen parallel detektiert werden (vgl. Abschnitt 2.2.20).  

Die Proteinkinasen Creb, eNos, Erk1/2, WNK, C-Jun und Akt123 wurden durch die Anwesenheit 

der beiden HMGB1-Isoformen moderat moduliert (vgl. Abb. 24A und 24B). Ebenso wurde eine 

veränderte Aktivierung der Signalwege in der Westernblot Analyse der nachgeschalteten Targets 

Creb, Erk1/2 und C-Jun (siehe Abbildung 24 C und D) in der Anwesenheit von disulfid und 

reduziertem HMGB1 identifiziert. Für den Westernblot wurden die gleichen Proteinlysate 

verwendet, die in Abbildung 24 A analysiert wurden. Die Ergebnisse aus den 

Sequenzierungsdaten deuten zusammen mit den Proteinkinase-Analysen auf eine potenzielle 

Signalübertragungsfunktion für extrazelluläres HMGB1 bei der Umprogrammierung von 

Epithelzellen auf umgebende Zellen während eines Gewebeschadens im Kontext einer Colitis hin.   
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Abbildung 24: Einfluss von extrazellulärem HMGB1 auf Kinase Phosphorylierungen von Downstream-
Targets.  

Wildtypische MC38-Zellen wurden mit disulfid (ds) oder reduziertem HMGB1 behandelt. Die Protein-Lysate 
wurden in einem Membran-baisierten Antikörper-Array eingesetzt, um die relativen 
Phosphorylierungsgrade der Proteinkinasen Creb, Erk1/2, eNOS, WNK, C-Jun und Akt123 zu bestimmen. A) 
Als Kontrolle dienten unbehandelte MC38-Zellen; B) Entsprechende densitometrische Auswertung mit 
Normalisierung auf die Kontrollgrupe; C) Westernblot der identifizierten non- bzw. phosphorylierten 
Signalmoleküle aus (A); D) Entsprechende Densitometrie aus (A) bzw. (C). Eine Statistische Analyse entfällt, 
da der Proteomeprofiler (A) nur eine semi-quantitative Analyse erlaubt und (C) eine zu geringe 
Stichprobenanzahl (n<3) aufweist. 
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4. Diskussion 

4.1. Einordnung zu den Vorarbeiten 

 

Das Darmepithel spielt eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Integrität und 

Funktion des Darms. Es dient als physische Barriere zwischen dem Luminalinhalt und dem 

darunter liegenden Gewebe und ist gleichzeitig an der Nährstoffaufnahme und der 

Immunreaktion beteiligt (Picchianti-Diamanti et al., 2018). DAMPs und PAMPS treffen hier 

aufeinander. Eine effiziente Wundheilung und Induktion von Entzündungsreaktionen bei 

Störungen der Homöostase bzw. einer Gewebsschädigung der intestinalen Barriere sind für den 

Organismus unerlässlich. Diese Reaktionen müssen strikt reguliert werden, da langanhaltende 

Entzündungen und chronische Gewebsschädigungen des Darmes mit einem erhöhten 

Krebsrisiko assoziiert sind (Terzic et al., 2010). HMGB1 ist ein wichtiges Molekül, das an 

Entzündungsreaktionen beteiligt ist, die während einer Schädigung oder Entzündung des 

Darmepithels auftreten. Das Protein wurde in den letzten Jahren immer mehr als entscheidender 

Faktor bei der Entstehung von Colitis und Darmkrebs identifiziert. Die murine DSS-Colitis ist ein 

essenzielles Tiermodell zur Untersuchung von CEDs, da sie pathophysiologische Ähnlichkeiten 

wie epithelialer Schädigungen, Veränderung der Darmpermeabilität und dem Ablauf 

entzündlicher Prozesse aufweist (Eichele & Kharbanda, 2017). Wie wir und andere 

Arbeitsgruppen zeigen konnten, weisen Hmgb1ΔIEC im Vergleich zu Hmgb1f/f Mäusen nach einer 

DSS-Behandlung einen deutlich verschlimmerten Krankheitsphänotyp nach DSS-Behandlung auf 

(Foelsch et al., 2024; Zhu et al., 2015). Dieser äußert sich ab Tag 4 der DSS-Colitis u.a. in höheren 

endoskopischen Colitis Scores, einem stärkeren Gewichtsverlust und höheren Konzentrationen 

entzündlicher Monozyten und Neutrophilen Immunzellen. Im Gegensatz dazu hatte eine HMGB1 

Deletion in myeloiden Zellen keinen Einfluss auf den Schweregrad der DSS-Colitis, was durch 

einen vergleichbaren Gewichtsverlust, Kolonlänge und endoskopischen Score gezeigt wurde. 

Zudem konnten keine Unterschiede in der Entwicklung von entzündlichem Darmkrebs im 

AOM/DSS-Modell bei Hmgb1ΔIEC festgestellt werden, obwohl die epitheliale HMGB1-Deletion im 

Modell der akuten DSS-Kolitis starke Auswirkungen hat (Fölsch, 2021). Die Gründe hierfür 

könnten in einer verstärkten entzündlichen und antitumoralen Reaktion in Abwesenheit von 

epithelialem HMGB1 liegen, welche ein dysplastisches Potential kompensieren könnten. Die 

genauen Mechanismen müssen noch genauer erörtert werden. Aufgrund der starken 

kontextabhängigen und zellspezifischen Rolle von HMGB1 im Gastrointestinaltrakt soll in dieser 

Arbeit die Bedeutung von epithelialem HMGB1 in der intestinalen Verletzungsreaktion im Kontext 

der DSS-Colitis detaillierter untersucht werden.  
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4.2. Die epitheliale HMGB1-Deletion hat keinen Einfluss auf die Funktionalität der 
Epithelzellen 

 

Die Proliferationsfähigkeit von Epithelzellen der intestinalen Barriere ist nicht nur im 

Normalzustand, sondern auch während entzündlicher Prozesse von entscheidender Bedeutung. 

Im steady state bewirkt eine stetige Proliferation der intestinalen Krypten im Darm die Integrität 

der intestinalen Barriere. Während einer Entzündung ist neben der kontinuierlichen Regeneration 

auch die Reparatur geschädigter Epithelien wichtig. Während entzündlicher Darmerkrankungen 

werden Epithelzellen verstärkt aktiviert, um geschädigtes Gewebe zu regenerieren (Martini et al., 

2017).  Aus früheren RNA Sequenzierungs-Analysen von Kolongesamtgewebe von Tag 4 der DSS-

Gabe existierten Hinweise auf eine unterschiedlich regulierte Zellzyklusaktivität in Hmgb1ΔIEC. 

Mehrere Zellzyklus assoziierte Gene waren durch die epitheliale  HMGB1-Deletion stärker 

herunterreguliert, als bei der Kontrollgruppe (Fölsch, 2021).  

In dieser Arbeit wurde daher die Proliferation der intestinalen Krypten mittels Ki-67 und BrdU 

Färbungen analysiert. Während Ki-67 als nukleäres Protein in sich teilenden Zellen während des 

gesamten mitotischen Prozesses exprimiert wird, kann BrdU als Thymidin Analog nur in der S-

Phase neu synthetisierter DNA in sich aktiv teilenden Zellen eingebaut werden. Für keinen der 

beiden Proliferationsmarker konnte ein Unterschied zwischen Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC unter 

Normalbedingungen oder DSS-Behandlung nachgewiesen werden (vgl. Abschnitt 3.3). Auch auf 

Proteinebene zeigte die Analyse des Proliferationsmarkers PCNA zwischen den Genotypen in 

steady state und am letzten Tag der DSS-Colitis vergleichbaren Level. Weiterhin konnte in der 

Sequenzierungsanalyse isolierter Epithelzellen keine Hinweise auf eine veränderte 

Zellzyklusaktivität gefunden werden, wie sie aus der Analyse des Kolongesamtgewebes registriert 

wurden. Dies könnte zum einen an der Heterogenität des Kolongesamtgewebes liegen, welches 

neben Epithelzellen z.B. auch Immunzellen, Fibroblasten, intestinale Stammzellen oder 

Gobletzellen beinhaltet. Die erhöhte Zellzyklusaktivität könnte daher von nicht-epithelialen 

Zellen verursacht sein. Weiterhin könnten im Kolongesamtgewebe verschiedene Zelltypen 

vermehrt repräsentiert sein und zelltyp-spezifische Unterschiede der Zellzyklusregulation 

aufweisen oder sich beeinflussen. Vielmehr wurden mehrere Gene und zugehörige Pathways 

identifiziert, welche mit der extrazellulären Matrix Komposition in Zusammenhang stehen. Auf 

diese Daten wird in Abschnitt 4.6 weiter eingegangen. Weiterhin wurden aus Hmgb1f/f und 

Hmgb1ΔIEC sowie aus Hmgb1+/+
 UBC cre+ und Hmgb1f/f

 UBC cre+ Mäusen isolierte intestinale 

Organoide auf ihre Proliferationskapazität und ihr Wachstumsverhalten in einer 3D-Kultur 

untersucht. Auch hier ergaben sich keine funktionellen Unterscheide in An- oder Abwesenheit von 

intrazellulärem HMGB1. Die zusätzliche Analyse der Expressionsniveaus der Stammzellmarker 
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Lgr5, Olfm4 und des Proliferationsmarker Sox9 in beiden genetischen Modellsystemen ergab 

ebenfalls keine Unterschiede. 

Zusammenfassend konnte die These, dass eine epitheliale HMGB1-Deletion die 

Zellzyklusaktivität beeinflusst, nicht bestätigt werden. Die Daten legen vielmehr nahe, dass 

epitheliales HMGB1 Auswirkungen auf das Darmepithel hat, die über die bloße Proliferation 

hinausgehen, sodass dem Phänotyp andere Mechanismen zu Grunde liegen müssen. Diese 

werden hier im weiteren Verlauf diskutiert.   

Neben der Proliferation spielen auch die Autophagie und Apoptose eine wichtige Rolle bei der 

Aufrechterhaltung der intestinalen Homöostase. In ihrer Publikation von 2015 berichten Zhu und 

Kollegen, dass die epitheliale HMGB1-Deletion im murinen DSS-Modell zu Veränderungen der 

Mechanismen von Apoptose und Autophagie führt (Zhu et al., 2015). Diese Beobachtung konnte 

unsere Arbeitsgruppe bereits in der Vergangenheit weder durch TUNEL-Färbungen, 

Genexpressionsanalysen, Westernblot-Analysen oder durch Sequenzierungsanalysen von 

Kolongesamtgewebe an Tag 4 nach DSS-Gabe beim Vergleich beider Genotypen bestätigen 

(Fölsch, 2021). Auch die in dieser Arbeit generierten Daten der entsprechenden 

Westernblotmarker LC3 oder p62 nach 7 Tagen DSS-Behandlung sowie die 

Sequenzierungsanalyse reiner Epithelzellen ergab keine Hinweise auf eine unterschiedliche 

Regulation apoptotischer oder autophagischer Prozesse in unserem Mausmodell (vgl. Abschnitt 

3.4). Vermutlich wir diese Daten Diskrepanz in der unterschiedlichen Deletions-Strategie der von 

Zhu et al. verwendeten genetischen Mauslinie hervorgerufen (Foelsch et al., 2024). 

 

4.3. Intrazelluläres HMGB1 hat keinen Einfluss auf die Entzündungsreaktion von 
intestinalen Organoiden 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus zwei unterschiedlichen genetischen HMGB1 Knockout 

Mauslinien intestinale Organoide isoliert. Zum einen aus Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC und zum 

anderen aus der Tamoxifen induzierbaren Hmgb1+/+
 UBC cre+ und Hmgb1f/f

 UBC cre+ Mauslinie. 

In beiden Fällen ließ sich die genetische HMGB1-Deletion auf das Organoid-System übertragen. 

Der in Hmgb1ΔIEC in vivo beobachtete Phänotyp einer schwereren DSS-induzierten Colitis ließ sich 

jedoch nicht in vitro durch eine DSS-Behandlung der Organoide nachstellen. Dies deutet darauf 

hin, dass die Organoid-Kultur eine zu simplifizierte Plattform darstellt, um z.B. das komplexe 

Zusammenspiel verschiedener Zelltypen, Mikrobiota und Immunzellen des in vivo DSS-Modells 

abzubilden. Den intestinalen Organoiden mangelt es z.B. an mesenchymalem Gewebe, einer 

Vaskualisierung, sowie Nerven- und Immunzellen, die in vivo zur Gesamtstruktur und 
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Funktionalität des Darms beitragen (Fair et al., 2018). Das könnte in diesem Zusammenhang zu 

einer unvollständigen Analyse der zu Grunde liegenden krankheitsspezifischen Mechanismen 

führen. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, eignet sich das Organoid-Modell gut, um akute 

Entzündungen in einem reduzierten Modell abzubilden. Allerdings ist die experimentelle 

Untersuchung chronischer Entzündungen am Organoid-Modell in der Forschung nach wie vor 

herausfordernd (Dotti & Salas, 2018). Des Weiteren fehlen in diesem Modell Wirts-Pathogen 

Interaktionen, wobei insbesondere das Zusammenspiel aus DAMPs und PAMPS für die hier 

diskutierte Fragestellung entscheidend ist. Eine weitere Limitation ist der Zugang der luminalen 

Oberfläche der Organoide. Da sie 3D-Strukturen bilden, kann diese Seite nur experimentell 

zugänglich gemacht werden, indem man die Organoide dissoziiert und in einem 2D Format 

kultiviert. Dabei geht jedoch die Zotten-Krypten Struktur verloren (O'Connell et al., 2021). 

Intestinale Organoide können zudem je nach Spender unterschiedliche Eigenschaften 

aufweisen. Während dies auf der einen Seite ein Vorteil ist, da z.B. individuelle Unterschiede 

sichtbar werden, erschwert diese Variabilität auf der anderen Seite die Reproduzierbarkeit im 

Vergleich zur einer immortalisierten Zelllinie (Mohammadi et al., 2021).  

Wie man auch in dieser Arbeit sehen konnte, streuen die Werte bei Genexpressionsanalysen (vgl. 

Abschnitt 3.8) teilweise zwischen den einzelnen Organoiden. Im Gegensatz zu 2D-

Zellkulturmodellen bieten die 3D- Organoide allerdings den Vorteil, dass komplexere 

Gewebestrukturen, einschließlich der Stammzell-Nische, ausgebildet werden und die 

Zellwachstumsumgebung, -proliferation und -differenzierung besser simuliert werden kann (Tian 

et al., 2023). Aktuell werden intestinale Organoide in der CED-Forschung eingesetzt, um 

beispielsweise Defekte der intestinalen Barrierefunktion oder die fehlregulierte Immunantwort 

mechanistisch zu untersuchen (Papp et al., 2024; Takashima et al., 2019). So könnte man in 

zukünftigen Versuchen durch die Zugabe pro-inflammatorischer Zytokine oder DAMPs (z.B. LPS) 

im Kulturmedium oder der Etablierung einer Organoid-Immunzell-Cokultur die Funktion von 

HMGB1 im Colitis Kontext noch weitgehender untersuchen. Die Kultivierung und Analyse 

patienteneigener Organoide mit systembiologischen und Omics-Methoden für die Untersuchung 

personalisierter Therapien und individuellen Wechselwirkungen wäre ebenfalls sinnvoll. In der 

Darmkrebsforschung werden patientenspezifische Tumor-Organoid-Modelle bereits eingesetzt, 

um zellspezifische Rollen bei der Tumorprogression und-remission zu ermitteln sowie die 

Wirksamkeit von kostspieligen Immuntherapeutika auf personalisierte Weise vorherzusagen 

(Magré et al., 2023; Yang et al., 2023)  
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4.4. Die epitheliale HMGB1-Deletion hat keinen Einfluss auf die Colitis assoziierte 
Barriere-Dysfunktion  

 

Die Forschungsdaten mehrerer Publikationen legen nahe, dass ein alleiniger Defekt der 

intestinalen Barriere ausreichen könnte, um CED zu entwickeln (Fava & Danese, 2011; Martini et 

al., 2017; Odenwald & Turner, 2013). So werden selbst Patienten mit inaktiver CED durch eine 

erhöhte parazelluläre Permeabilität des Darms charakterisiert. Weiterhin weisen bis zu 40 % der 

erstgradigen Verwandten von Patienten mit Morbus Crohn eine veränderte Permeabilität des 

Dünndarms auf (Fries et al., 2005; Russell & Satsangi, 2004). Auch Tierstudien zeigen, dass ein 

Barriere-Defekt der intestinalen Entzündung in vivo vorausgehen kann. Beispielsweise zeigten 

IL10-/- Mäuse im Alter von 2 Wochen eine Zunahme der Permeabilität im Kolon, bevor eine 

spontane altersbedingte intestinale Entzündung einsetzte (Madsen et al., 1999).  

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass DAMPs, insbesondere HMGB1, die epitheliale 

Barrierefunktion durch Erhöhung der Permeabilität beeinflussen kann (Boyapati et al., 2016). 

Sappington und Kollegen haben gezeigt, dass HMGB1 die Permeabilität von Caco-2-

Zellmonolayern, einem weit verbreiteten Zellmodell der intestinalen Barriere, für fluoreszierend 

markiertes Dextran (FD4) in einer zeit- und dosisabhängigen Weise erhöht (Sappington et al., 

2002). In Übereinstimmung damit führt HMGB1 in 2.5-D Zellkulturen von Caco-2 Zellen zu einer 

epithelialen Hyperpermeabilität  (Kojima et al., 2022; Miyakawa et al., 2020). In dieser Arbeit 

wurde die HMGB1-abhängige Permeabilität mit FD4 in einem Transwell-Assay anhand CRISPR-

Cas9 induzierten HMGB1-KO und WT-MC38-Zellen untersucht. Hier zeigte intrazelluläres HMGB1 

keinen Einfluss auf die Permeabilität. Anders als bei Madsen et. al. entwickeln alternde 

unbehandelte Hmgb1ΔIEC in einem Beobachtungszeitraum bis zu 50 Wochen auch keine spontane 

Colitis (Daten nicht gezeigt (Madsen et al., 1999)). Dies deutet darauf hin, dass keine initiale 

Dysfunktion der Darmpermeabilität in diesem genetischen Mausmodell vorliegt. Um diese Daten 

zu vervollständigen und die intestinaöe Permeabilität unter DSS-Einfluss zu untersuchen, könnte 

man den Transwell Assay in Zukunft mit der Messung der transendothelial electrical resistance 

(TEER) vervollständigen. Die TEER-Methode ist eine weit verbreitete quantitative Technik zur 

Messung der tight junction Integrität in epithelialen Zellmonolayern. TEER-Daten geben 

Aufschluss auf den Einfluss von Medikamenten oder Chemikalien wie DSS auf die 

Barriereintegrität und beruhen auf der Messung des ohmschen Widerstandes (Srinivasan et al., 

2015). Zur Untersuchung der Permeabilität von Hmgb1f/f vs. Hmgb1ΔIEC im steady state und im 

DSS-Modell eignet sich in Zukunft zudem der in vivo Fluorescein Isothiocyanate-dextran (FD4) 

Permeability Assay (Dong et al., 2014; Watson et al., 2015).  
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Weiterhin wurden die Serumlevel der Permeabilitätsmarker Zonulin, Intestinal Fatty Acid Binding 

Protein (IFABP) und Diaminoxidase (DAO) in Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC unter Normalbedingungen 

und nach 7 Tagen DSS-Colitis gemessen. Zonulin ist ein Protein, welches die Permeabilität der 

Darmwand reguliert. Erhöhte Zonulinspiegel im Serum bei CED-Patienten weisen auf eine 

erhöhte Darmpermeabilität, auch leaky gut -Syndrom bezeichnet, hin (Caviglia et al., 2019). IFABP 

dagegen fungiert im Darm bei der Aufnahme und dem Transport von Fettsäuren im Darm und wird 

von Epithelzellen exprimiert. Bei Schädigungen des Darmepithels, wird IFABP in den Blutkreislauf 

freigesetzt und kann auf eine Schädigung der Epithelzellen und aktiver Entzündungsherde im 

Darm hinweisen (Levy et al., 2009; Zheng et al., 2021). DAO ist ein Enzym, welches im Darm für 

den Abbau von Histamin aus der Nahrung sorgt. Es wird von Epithelzellen synthetisiert und wird 

ebenfalls von geschädigten Zellen in den Blutkreislauf sezerniert, was zu steigenden DAO-

Konzentrationen führt (Cai et al., 2019; Dvornikova et al., 2023).  Die Serumlevel der Marker DAO, 

IFABP und Zonulin bei Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC unter DSS-Behandlung aufgrund der Schädigung 

des Epithels im Vergleich zur Wasserkontrolle an. Allerdings unterschieden sich die gemessenen 

Proteinkonzentrationen nicht signifikant zwischen den Genotypen. Dies bestätigt die 

Erkenntnisse aus dem in vitro FD4 Assay, sodass der Einfluss einer epithelialen HMGB1-Deletion 

auf die Permeabilität in diesem Mausmodell nicht bestätigt werden kann. 

Die intestinale Barrierefunktion hängt nicht nur von einer koordinierten Proliferation und Apoptose 

abhängig, sondern auch von tight und adherens junctions, die die Permeabilität regulieren. Tight 

junctions bilden eine Abdichtung zwischen benachbarten Epithelzellen und begrenzen den 

parazellulären Transport von Molekülen, Ionen und Wasser, indem sie Zellzwischenräume 

abdichten. Sie bestehen aus Transmembranproteinen wie Claudinen und Occludinen, die 

miteinander interagieren und eine dichte Barriere bilden (Krug et al., 2014; Suzuki, 2020). 

Adherens junctions dagegen verleihen dem Epithel seine mechanische Stabilität und erleichtern 

die Zell-Zell-Adhäsion durch Cadherin Proteine (Campbell et al., 2017). In dieser Arbeit wurde die 

Genexpression von Cldn1-4, Ocln, Cdh1 sowohl im DSS-Modell als auch unter 

Normalbedingungen und in beiden Organoid Systemen untersucht. Es konnten hier keine 

Hinweise auf eine abweichende Genexpression der Marker in Abhängigkeit der Genotypen oder 

der DSS-Behandlung identifiziert werden. Dies untermauert die These, dass epitheliales HMGB1 

im gezeigten Mausmodell keine Auswirkung auf die Expression von tight und adherens junctions 

hat. 
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4.5. Epitheliales HMGB1 beeinflusst den Umbau der extrazellulären Matrix bei 
Entzündungsprozessen 

 

Die statistische Auswertung der Sequenzierungsdaten von HMGB1 defizienten Epithelzellen im 

frühen Stadium der Colitis ergab eine signifikante Anreicherung von Pathways, welche mit der 

Organisation und Struktur der extrazellulären Matrix in Verbindung stehen (Abschnitt 3.12). 

Zudem wurden auch unter Normalbedingungen Pathways angereichert, welche der 

extrazellulären Region und Zell-Zell-Kommunikation zugeordnet werden. Für diese Pathways 

wurden dann die zugehörigen Transkriptionsfaktoren identifiziert. Hieraus geht hervor, dass die 

Transkriptionsfaktoren Egr1, Nfkb1 und Jun unter DSS-Behandlung in Hmgb1ΔIEC überexprimiert 

sind. EGR1 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher hauptsächlich Zielgene der extrazellulären Matrix 

oder ihrer Modulation wie Kollagen oder Fibronectin positiv reguliert. EGR1 ist an der Entwicklung, 

der Homöostase und den Heilungsprozessen von Geweben beteiligt. Darüber hinaus ist EGR 

häufig an der abnormalen Produktion von extrazellulärer Matrix bei fibrotischen Zuständen 

beteiligt (Alexander et al., 2002; Havis & Duprez, 2020). 

Um die Frage nach möglichen Unterschieden im Aufbau der extrazellulären Matrix zu 

adressieren, wurde eine Sirius-Rot-Färbung an Kolon Querschnitten von Hmgb1f/f und Hmgb1ΔIEC 

unter steady state und nach 7 Tagen DSS-Behandlung durchgeführt (vgl. Abb. 23). Es konnte hier 

keine Abweichung in der Ansammlung von Kollagenstrukturen detektiert werden. Ferner wurde 

per qPCR-Analyse der gleichen Kohorten einiger Fibrose-assoziierter Gene wie Acta2, Fibronectin 

1 oder Col1a1 untersucht, diese ergab ebenfalls keine signifikanten Abweichungen der 

Expressionsniveaus. Dies deutet darauf hin, dass ein HMGB1 abhängiges Matrix Remodelling 

vorliegt, welches über die bloße Zusammensetzung der extrazellulären Matrix hinausgeht. 

Gestützt wird diese These durch die Tatsache, dass ebenfalls keine Unterschiede in der qPCR 

Analyse verschiedener Muzine , welche für den Aufbau des Mucus entscheidend sind, oder durch 

die Visualisierung der extrazellulären Matrix durch die Alcianblau-HE Färbung festgestellt wurden 

(Fölsch, 2021) (vgl. Abschnitt 3.2).  

Chronische Entzündungen im Darm können bei CEDs zu Gewebeschädigungen und 

Remodellierung des Gewebes führen, die schließlich in Fibrose münden. Durch fortschreitende 

fibrotische Prozesse wird das Gewebe zunehmen steifer und weniger funktional, was zu 

Komplikationen wie Darmverengungen und Organfunktionsstörungen führen kann. Bei der 

Fibrose spielen Epithelzellen eine wichtige Rolle. Indem sie Zytokine und Wachstumsfaktoren 

ausschütten, aktivieren sie Fibroblasten und fördern die Bildung der extrazellulären Matrix. In 

einem reversiblen Prozess, der als epitheliale mesenchymale Transition (EMT) bekannt ist, 
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nehmen epitheliale Zellen bestimmte Eigenschaften von mesenchymalen Zellen an. Auch bei 

Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa tritt diese Übergangsphase auf. Epitheliale Zellen verlieren 

während der EMT ihre Zell-Zell-Adhäsion und entwickeln eine verstärkte Migrations- und 

Invasionskapazität. Während dieses Prozesses kommt u.a. zu einer Herunterregulation 

epithelialer Marker wie adherens und tight junctions (Lovisa et al., 2019; Macias-Ceja et al., 2023). 

In der Literatur gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen HMGB1 und extrazellulärer 

Matrix- sowie Kollagen-Produktion. Lee et al. stellten in einer Studie fest, dass extrazelluläres 

HMGB1 über das Signaling via TLRs und RAGE die Proliferation menschlicher Hautfibroblasten 

anregte und als profibrogen wirksames Molekül die Kollagenproduktion der Haut anregen kann 

(Lee et al., 2018). In einer weiteren Publikation wird beschrieben, dass HMGB1 im Kontext einer 

chronischen Rhinusitis im Nasenepithel die Bildung der extrazellulären Matrix durch eine 

gesteigerte Kollagen Produktion über den RAGE, p38, JNK und AP-1 Signalweg fördert (Lee et al., 

2021).  Diese Beobachtungen konnten im murinen DSS-Modell nicht bestätigt werden, da weder 

auf qPCR Ebene, noch durch Sirius rot bzw. Alcianblau-HE Färbungen Hinweise auf HMGB1- 

abhängige Effekte auf eine Fibrose identifiziert werden konnten. Dies unterstreicht die 

kontextabhängige Funktion von HMGB1. In einem nächsten Schritt die HMGB1 abhängige 

Wundheilung über einen Scratch Assay in vitro untersucht. Es konnte hier kein Unterschied in der 

Wundheilungskapazität zwischen HMGB1-positiven (HMGB1 +/+) und HMGB1-negativen 

(HMGB1 -/-) MC38-Zellen dokumentiert werden, sodass intrazelluläres HMGB1 hier keinen 

Einfluss zu haben scheint. Zur gleichen Schlussfolgerung kamen Gross und Kollegen in ihrer 

Publikation (Gross et al., 2020). Sie untersuchten HCE- Epithelzellen in einem Scratch Assay auf 

die Fähigkeit zur Wundheilung nach der Aktivierung des RAGE-Rezeptors durch hinzugefügtes, 

extrazelluläres HMGB1 im Zellkulturmedium. Auch sie konnten keinen Einfluss von HMGB1 und 

seinen oxidierten, reduzierten oder disulfid Isoformen auf die Wundheilung nachweisen.  

Möglicherweise reicht der Versuchszeitraum von 7 Tagen DSS-Behandlung und Sakrifizierung der 

Versuchstiere am folgenden Tag nicht aus, um diese Prozesse abzubilden. Da die Tiere zu einem 

Zeitpunkt der akuten intestinalen Inflammation analysiert werden, sind Wundheilungs- oder 

fibrotische Prozesse noch nicht initiiert und abgeschlossen. Zukünftig wäre es daher sinnvoll, die 

Wundheilungsprozesse der Tiere nach einer DSS-Colitis genauer zu untersuchen. Dies könnte 

Hinweise auf mögliche HMGB1-abhängige Unterschiede beim Umbau der extrazellulären Matrix 

bzw. der Kollagenproduktion und Fibrose-Verläufen nach einer Regenerationsphase liefern. Da 

Epithelzellen maßgeblich an fibrotischen Prozessen sowie der epithelialen mesenchymalen 

Transition beteiligt sind, wäre dies denkbar. Insbesondere die Untersuchung von Zell-Zell-

Verbindungen abheilender Läsionen wäre hier von Interesse.  
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4.6. Extrazelluläres HMGB1 besitzt eine Signaling Funktion auf Epithelzellen und myeloide 
Zellen 

 

Die Behandlung von wildtypischen MC38-Zellen mit reduziertem oder disulfid HMGB1 führte zu 

einer moderaten Erhöhung von Akt123, Erk1/2, Creb, eNOS, WNK und c-Jun (vgl. Abschnitt 3.13). 

Auch im Westernblot wurde diese Pathway-Aktivierung durch die Analyse der Downstream 

Targets nach Behandlung der Zellen mit den HMGB1 Isoformen nachgewiesen. Die Aktivierung 

dieser Pathways durch HMGB1 ist auch in der Literatur beschrieben: 

Der PI3K/AKT Signalweg ist ein intrazellulärer Signalweg, der z.B. in verschiedenen Krebsarten 

überexprimiert ist und die Proliferation, Migration und das Überleben von Tumorzellen steuert. 

HMGB1 ist ein wichtiger Regulator des PI3K/AKT Signalwegs in verschiedenen Zellen 

einschließlich Endothelzellen oder Fibroblasten (Idoudi et al., 2023). Interessanterweise ist 

HMGB1 auch im Kontext des AKT-Signalweges und der Regulation der epithelialen 

mesenchymalen Transition in der Prostata beschrieben worden (vgl. Abschnitt 4.4) (Lv et al., 

2019). Im chronisch-entzündlichen CAC-Modell wurde gezeigt, dass HMGB1 über das ERK1/2 -

Signaling die Proliferation in Kolon Krebs Zellen beeinflusst (Tan et al., 2020). In einer weiteren 

Studie induziert extrazelluläres HMGB1 während der Angiogenese als ein Teil der Wundheilung in 

endothelialen Progenitorzellen die Zellmigration über RAGE vermitteltes PI3K/AKT/eNos Signaling 

(Zhang et al., 2019). 

Die epitheliale HMGB1-Deletion führte zusätzlich zu einer stark abweichenden 

Reprogrammierung von Epithelzellen und in einem geringeren Ausmaß zu einer transkriptionellen 

Veränderung der myeloiden Zellen in Hmgb1ΔIEC nach 4 Tagen DSS-Behandlung (vgl. Abschnitt 

3.12). Diese Beobachtungen legen nahe, dass in Hmgb1ΔIEC ein verändertes Signaling an 

Epithelzellen und myeloide Zellen vorliegt. Dies könnte entweder eine Veränderung der 

Signaltransduktion durch fehlendes intrazelluläres HMGB1 (bei Hmgb1ΔIEC), über extrazelluläres 

HMGB1 oder einer Kombination beider Prozesse bedeuten. Die Sequenzierungsdaten aus 

Hmgb1ΔIEC deuten auf eine Umprogrammierung der Epithelzellen hin, die durch Veränderungen 

der Signalwege im Zusammenhang mit dem Umbau der extrazellulären Matrix oder ihrer 

Organisation in Zusammenhang stehen und sich in einer veränderten Wundheilung oder einer 

veränderten Zell-Zell-Verbindung bei der Heilung der Läsionen ausdrücken könnten. Die gleichen 

Tendenzen zeigten sich beim Sequenzieren größengleicher Darmtumore aus Apc+/min Hmgb1f/f- 

und Apc+/min Hmgb1ΔIEC, in denen eine HMGB1-Deletion erneut mit der Umstrukturierung der 

extrazellulären Matrix und Zell-Zell-Übertragungen als potenziellem Wirkmechanismus von 

HMGB1 in Verbindung gebracht wurde, währen der Aufbau der extrazellulären Matrix weitgehend 

unverändert blieb. 
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In Ergänzung zu den in Abschnitt 4.5 vorgeschlagenen Experimenten zur Untersuchung der 

extrazellulären Matrix, der Kollagenproduktion und Wundheilung wäre es daher in Zukunft von 

Bedeutung, weitere Signalwege und downstream targets zu analysieren, um ein vollständigeres 

Bild des Pathomechanismus zu erhalten. Der in dieser Arbeit verwendete Proteom Profiler 

detektiert 37 Proteinkinasen. Im menschlichen Genom sind jedoch über 500 Kinasen 

beschrieben (Anderson et al., 2023; Caenepeel et al., 2004). Die Daten sind an dieser Stelle 

entsprechend technisch limitiert und müssten durch weiterführende Untersuchungen 

komplementiert werden. 

 

4.7. Ausblick 

 

Epitheliales HMGB1 ist an der Aufrechterhaltung der Darmbarriere unter akuten 

Stressbedingungen beteiligt, welches sich in einer Verschlimmerung der DSS-Kolitis in Hmgb1ΔIEC 

zeigt. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass HMGB1 eine entscheidende Rolle bei 

der Signalübertragung und Reprogrammierung von Epithelzellen und myeloiden Immunzellen als 

Reaktion auf Verletzungen und Entzündungen im Gastrointestinaltrakt spielt. Weitere 

Forschungsarbeiten sind notwendig, um die spezifischen molekularen Mechanismen 

aufzuklären, durch die extrazelluläres HMGB1 das Verhalten von Epithelzellen und myeloiden 

Zellen im entzündeten Kolon beeinflusst. Aufgrund der technischen Limitationen der hier 

vorgestellten Experimente kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass HMGB1 auch andere 

Zelltypen beeinflusst und weitere Signalwirkungen auf die Wundheilung hat. Zukünftig sollten 

weitere Untersuchungen zu den Effekten von HMGB1 und seinen Isoformen an der Darmbarriere 

durchgeführt werden, um Ansätze HMGB1-gerichtete Interventionsansätze für CED-Patienten zu 

identifizieren. Experimentell sollten insbesondere Aspekte der Wundheilung und des 

Remodellings der extrazellulären Matrix an intestinalen Läsionen näher untersucht werden. 
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