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V. Zusammenfassung

Das Darmepithel spielt eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Funktion und
Integritat des Darms. Es dient als physische Barriere zwischen dem Inhalt des Lumens und dem
darunter liegenden Gewebe. Gleichzeitig ist es an der Nahrstoffaufnahme 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
Entziindungsreaktionen bei Stérungen der Homoostase oder Gewebsschadigungen der
Darmbarriere sind fur den Organismus lebensnotwendig. Ein Schlisselmolekil, das an der
Entzindungsreaktion wahrend einer Schadigung oder Entzindung 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 entziindlichen Darmerkrankungen (CED)
sowie Darmkrebs beschrieben. HMGB1 wird sowohl wahrend entziindlicher Darmerkrankungen
als auch in Darmkrebsgewebe uberexprimiert. Zudem korreliert die HMGB1-Konzentration in

Serum und Stuhlvon CED-Patienten mit einem erhdhten 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, wahrend diese keine Auswirkungen im Rahmen der
bakteriellen C.rodentium oder chronischen T-Zell-induzierten Kolitis hat. Im Modell der
spontanen Karzinogenese fuhrte die epitheliale HMGB1-Deletion jedoch zu einer verstarkten
Tumorbildung. In dieser Arbeit wurde primar die kontextabhangige Funktion von epithelialem
HMGB1 im DSS-geschadigten Darm untersucht, um die Reaktionen des Wirtes auf
Darmverletzungen besser zu charakterisieren und potenziell eine Grundlage fur weitere

Therapieansatze zu schaffen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine genetische epitheliale HMGB1-Defizienz
keinen Einfluss auf die Funktionalitat sowie die Proliferation und Migrationskapazitat des Epithels
in der fruhen Phase der DSS-Colitis hat. Dies konnte durch BrdU- und Ki-67-Farbungen sowie
durch Scratch-Assays verdeutlicht werden. Eine DSS-induzierte Entzindung an Organoiden in
vitro fuhrte zu einer vergleichbaren Induktion von Genen, die an der Entzindung beteiligt sind,
sowie einem unveranderten Wachstumsverhalten. Dies weist auf eine unveranderte zellulare
Grundfunktionalitat und Reaktionsfahigkeit in Abwesenheit von intrazellularemm HMGB1 hin. Die
Integritat der Darmbarriere wird durch eine epitheliale HMGB1-Defizienz nicht beeintrachtigt.

Dies konnte durch einen vergleichbaren Anstieg der Permeabilitatsmarker 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 Hmgb 14¢und Hmgb 1" 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 MaBe eine transkriptionelle Veranderung der myeloiden
Immunzellen in Hmgb14€¢ in der frihen Phase der DSS-Colitis. Die Reprogrammierung der
Epithelzellen ist durch Veranderungen von Signalwegen charakterisiert, die mit dem Umbau der
extrazellularen Matrix und ihrer Organisation assoziiert sind, was sich in einer veranderten
Wundheilung oder einer veradnderten Zell-Zell-Verbindung bei der Heilung der Lasionen
ausdricken konnte. Die veranderte 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.

12



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 ithas no effectin 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 Hmgb1~t¢ and Hmgb1™. Analysis of epithelial sequencing data revealed aberrant
reprogramming of enterocytes and transcriptional changes of myeloid cells in Hmgb74¢ in the

early phase of DSS-colitis. Enterocyte reprogramming was characterised by changes in signalling

13



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 entziundlicher Darmerkrankungen

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) sind durch chronische Entzindungen 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 entziindlichen 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 entzindet und weisen eine abnorme Aktivitat des
Immunsystems auf. Bei MC dagegen kann jeder Teil des gastrointestinalen Traktes entzlindet sein.
Oft sind jedoch einzelne Segmente (sog. patchy lesions) des lleums oder Kolons betroffen. Im
Gegensatz zur CU ist bei MC die gesamte Darmwand entzundet, was zum Auftreten von Fibrose
und Fisteln fuhrt (Kobayashi et al., 2020; Tavakoli et al., 2021). Durch die chronische Entzindung
bei CEDs kommt es zu intestinalen Schadigungen, die sich in Symptomen wie Ubelkeit, Durchfall,
rektalen Blutungen, Erbrechen sowie Schmerzen und Empfindlichkeit im Unterleib auBern
(Baumgart & Sandborn, 2007; Strober et al., 2007). Obwohl CEDs im Fokus intensiver Forschung
stehen, ist die Atiologie von CU und MC noch nicht vollstindig verstanden. Es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass sowohl genetische als auch umweltbedingte Faktoren und Anderungen der
immunologischen Konstitution an der Entstehung von CEDs beteiligt sind. Diese Faktoren
beeintrachtigen die Interaktion zwischen der Darmschleimhaut, den Bakterien des Darmlumens
und Nahrungsbestandteilen, welches zu einem Zusammenbruch der geordneten Immunreaktion
der Mukosa auf Darmpathogene fuhrt. Zusammenfassend sind UC und MC somit chronische
Erkrankungen mit remittierendem und rezidivierendem Charakter, die durch eine abnorme
Inflammationsreaktion und gestorte Regulation der Immunantwort gekennzeichnet sind (Hibi &
Ogata, 2006; Manthey et al., 2021). CED Patienten weisen zudem ein erhdhtes 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 Funftel der Patienten mit entzindlichen Darmerkrankungen
entwickeln innerhalb von 30 Jahren nach Ausbruch der Krankheit ein kolorektales Karzinom
(Terzic et al., 2010). Die chronische Entztindung des Darmes bei CED begunstigt die Entstehung
von Neoplasien, die zu dysplastischen Vorlauferlasionen fuhren. Diese werden als
Ubergangsform von gutartigem zu bdsartigem Tumorgewebe angesehen (Sato et al., 2023; Shah

& ltzkowitz, 2022).

Im 20. Jahrhundert waren chronisch entzindliche Darmerkrankungen hauptséachlich in den

Landern 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 Landern Asiens, Sidamerikas und Afrikas, in denen sich die Gesellschaften starker
verwestlichen. Die geschéatzte Pravalenz chronisch-entziundlicher Darmerkrankungen nimmt in
Nordamerika, vielen europaischen Landern sowie in Australien und Neuseeland weiter zu. In
Schwellenléndern ist die Pravalenz noch gering, wird aber aufgrund der steigenden Inzidenz in
diesen Landern voraussichtlich weiter zunehmen (Kaplan & Ng, 2017; Molodecky et al., 2012; Ng
etal., 2017). In China haben sich CEDs in den letzten 25 Jahren von einer seltenen Erkrankung zu
einem weit verbreiteten Krankheitsbild entwickelt und sind fir ein Viertel der
gastroenterologischen und kolorektalchirurgischen Bettenbelegung verantwortlich (Kamm, 2017;

Zhao et al., 2013).

Die zunehmende globale Belastung durch chronisch entziindliche Darmerkrankungen stellt die
Gesundheitssysteme weltweit vor groBe Herausforderungen bei der Behandlung dieser
komplexen und kostenintensiven Erkrankung. In den Industrieldndern wird das
Gesundheitssystem mit einer Zunahme von CED aufgrund der alternden Gesellschaft konfrontiert
sein und entsprechende Ressourcen fur die Versorgung einplanen mussen. Schwellenlander
mussen sich auf einen raschen Anstieg der Inzidenz und Pravalenz vorbereiten. Es wird geschatzt,
dass die absolute Zahl der CED-Patienten in diesen Landern bis 2025 der in den westlichen

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

1.2. Aufbau und Funktion des Darms

Der Gastrointestinaltrakt umfasst samtliche Organe des Verdauungstraktes von dem Mund bis
hin zum Anus. Der obere Teil des Verdauungstrakts besteht aus Mund, Rachen, Osophagus,
Magen, Zwolffingerdarm, Jejunum und lleum. Der darauffolgende Dickdarm wird weiterhin in den
Blinddarm als Anhangsorgan, das Kolon und das Rektum unterteilt, welches in den Anus mindet.
Histologisch besteht der Magen-Darm-Trakt aus vier konzentrischen Schichten: der Mukosa, der
Submukosa, der Muscularis und der Adventitia. Bei Osophagus 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 fur das Immunsystem von
Saugetieren dar. Das Immunsystem gewahrleistet, dass die Anwesenheit der luminalen
Mikrobiota toleriert wird, ohne auf deren Stoffwechselprodukte zu reagieren. Gleichzeitig schutzt
das Immunsystem jedoch die Darmschleimhaut vor potenziell schadlichen Antigenen aus der
Nahrung und eindringenden Pathogenen (Allaire et al., 2019). Das Darmepithel ist die groBte

Schleimhautoberflache des Korpers, besteht aus einer einzigen Zellschicht und trennt das
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intestinale Lumen von dem darunter liegenden sterilen Gewebe. Es ist fur die Aufrechterhaltung
der Darmhoma@ostase von groBer Bedeutung (Zhang et al., 2015). Das Darmepithelist 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 Vorlauferzellen reguliert (Clevers,
2013). Intestinale Epithelzellen wandern nach ihrer Differenzierung entlang der Krypten-Zotten-
Achse in Richtung des Darmlumens. Dieser Prozess ermdéglicht beim Menschen eine vollstandige
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 Nahrstoffe absorbieren
und so Stoffwechsel- und Verdauungsfunktionen besitzen. Paneth-Kornerzellen, die sich
vorwiegend in der Basis der Krypten des Dunndarms 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 Schlisselhormone der
Verdauung und Absorption wie Sekretin oder Gastrin (Gribble & Reimann, 2019). Die primare
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 gegenuber der Umwelt, die den Wirt vor Infektionen und einer standigen Exposition

gegenuber potenziell entziindlichen Reizen schutzt (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 enthalt Epithel-, Stroma- und hamatopoetische Zellen und kontrolliert die
kontinuierliche Erneuerung der Epithelzellschicht durch in der Krypta ansassige 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
Epitheloberfldiche zu bewirken. Die Transzytose und die luminalen Freisetzung von sekretorischem
Immunglobulin A (slgA) tragen ebenfalls zu dieser Barrierefunktion bei. Gobletzellen transportieren
luminalen Antigene und lebende Bakterien uber die Epithelbarriere zu dendritischen Zellen (DCs) (Peterson
& Artis, 2014).

Die intestinale Barrierefunktion des Epithels ist neben der kontrollierten Proliferation und
Apoptose von der adaquaten Funktion und Regulierung der tight junctions abhangig. Tight
junctions koordinieren den Prozess der intestinalen Permeabilitat, in dem der parazellulare Spalt
verengt oder seine Durchlassigkeit fur Molekule 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 Kanale fiir Kationen, Anionen
oder Wasser bilden oder barrierebildende Eigenschaften besitzen (del Rocio Encarnacion-Garcia,
2022; Su et al., 2009). Durch pathophysiologische Konditionen wie intestinale Entzindungen und
Infektionen oder die Interaktion von Pathogenen kann die Zusammensetzung oder Haufigkeit von
tight junctions verandert werden (Gunzel & Fromm, 2012; Martini et al., 2017). So wird z.B. bei

Patienten mit CED eine veranderte Tight Junction Expression beobachtet (Takeuchi et al., 2004).
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Dies kann zum Verlust der Barriereintegritdt, dem sog. leaky gut, als charakteristisches Merkmal
von CED beitragen und eine initiale entzliindliche 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 fihren kénnen (Arnott et al., 2000). Einige
Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen Mutationen von tight junction assoziierten
Proteinen mit der Entwicklung von CED und Zéliakie 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-a und IFN-y die Permeabilitdt von tight junctions
erhohen, was zu einer Beeintrachtigung der epithelialen Barriere und Entziindung der Mukosa

fuhrt (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 naturliche Killer T-Zellen
bilden die erste Verteidigungslinie der Mukosa und losen 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 GroBteil 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 Dunndarms befinden und
ebenfalls zu den GALT gehoren. Sie besitzen direkten Zugang zum Darmlumen und sind als
Ausstulpungen der Oberflache 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 fur die Aufrechterhaltung der Toleranz
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gegenuber harmlosen Antigenen als auch fur die Immunitdt gegen Krankheitserreger

verantwortlich (Leung et al., 2011).

Seitden 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 kérperfremden Strukturen. Wahrend endogene
Strukturen nicht vom Immunsystem erkannt und toleriert werden, werden exogene Entitaten
erkannt und eine Immunantwort eingeleitet. Trotz mehrerer Uberarbeitungen dieser These
blieben immunologische Fragen in Bezug auf die AbstoBung von transplantierten Organen, das
Vorkommen von Autoimmunerkrankungen, die Toleranz eines Fetus wahrend der
Schwangerschaft oder das Dulden kommensaler Bakterien bis in die 1990er Jahre ungeklart
(Cohn, 2017; Pradeu & Cooper, 2012). Dies fuhrte 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, unabhangig 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 flhrt zu einer Aktivierung mehrerer Signalwege und zur Produktion
proinflammaotrischer Zytokine, Chemokine, sowie der Ausldésung der Komplementkaskade,
Initiierung der Phagozytose oder der adaptiven Immunitat durch die Prasentation von Antigenen

(Luetal., 2022) (Saezetal., 2023).

PAMPs sind hochkonservierte Strukturbestandteile von Pathogenen und koénnen vom
Immunsystem erkannt werden. Dazu zadhlen LPS, Flagellin, virale RNA oder Peptidoglykan
(Matsuoka et al., 2007). DAMPs bestehen aus einer Vielzahl unterschiedlicher, korpereigener
Molekile, die durch Nekrose oder durch Zellschaden freigesetzt werden. Dazu zahlen
intrazellulare oder aus der extrazelluldren Matrix stammende Moleklile wie HMGB1, S-100-
Proteine, Hitzeschockproteine, Zellstoffwechselprodukte oder Nukleinsduren aus geschadigtem
Gewebe (Boyapati et al., 2016; Nanini et al., 2018). Unter physiologischen Bedingungen befinden
sich DAMPs intrazellular oder sind in der extrazellularen Matrix gebunden. Nach Gewebeschaden
werden diese extrazellular freigesetzt und signalisieren dem Wirt eine Gefahr, um Entziindungs-
und Reparaturprozesse zu initiieren (Boyapati et al., 2016). Werden DAMPs freigesetzt, konnen sie
von anderen Zellen Uber die Interaktion mit zellularen Rezeptoren, den Pattern Recognition
Receptors (PRRs), erkannt werden. Die PRR-Aktivierung fuhrt zur Initiation intrazellularer
Signalkaskaden, zur transkriptionellen Hochregulierung inflammatorischer Gene, zur Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und Typ-I Interferonen sowie zur Rekrutierung
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von Entzindungszellen wie Neutrophilen (Boyapati et al., 2016; Murao et al., 2021). Wahrend die
Bedeutung von DAMPs bei akuten Entzindungen gut dokumentiert sind, ist die Rolle bei
chronisch entzlindlichen Krankheiten weniger verstanden. Bei CEDs liegen erhdhte Level an
DAMPs wie S-100-Proteinen, Interleukin 1a 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 evolutionar stark konserviertes Protein, das je nach
zellularer 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 Gewebeschaden und Nekrose wird HMGB1 passiv extrazellular
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).
Extrazellulares HMGB1 ist in verschiedenen Prozessen wie Entziindung, Immunitat, Migration,
Proliferation oder Wundheilung involviert (Kang et al., 2014). Ist HMGB1 aus Zellen freigesetzt,
bindet es an Oberflachenrezeptoren. Die am besten beschriebenen HMGB1-Rezeptoren sind
receptor for advanced glycation end products (RAGE), TLR2 und TLR4 (Bianchi, 2009; Yuan et al.,
2020). Die Signalubertragung durch RAGE fuhrt zur Aktivierung des Nuklearfaktor-kB (NF-kB)-
Signalwegs sowie zur Signaltransduktion durch extracellular signal-regulated kinases (ERK) und
p38, welches zur Produktion der Zytokine TNF, IL-6 und IFN-y fuhrt. Die Aktivierung von TLR2 und
TLR4 fuhrt zur NF-kB-Aktivierung Uber das myeloid differentiation primary response protein 88

(MyD88) (Lotze & Tracey, 2005; Zhong et al., 2020).
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Abbildung 2: Intra- und extrazellulare Funktionen von HMGB1

Nukledres HMGB1 ist voribergehend und lose mit Nukleosomen verbunden, die aus fest gebundenem
Chromatin und DNA bestehen (a). Hier ist es flr 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-y (IFN-y) sezerniert werden. (c) Wahrend des programmierten
Zelltods, der Apoptose, verbleibt HMGB1 durch die DNA-Bindung im Zellkern und wird nicht freigegeben.
(d) Wahrend der Nekrose hingegen wird HMGB1 passiv aus der Zelle freigesetzt und initiiert Entzindungs-
und Reparaturprozesse. Adaptiert nach (Lotze & Tracey, 2005)

Humanes HMGB1 besteht aus 215 Aminosauren, die in zwei aufeinanderfolgenden DNA-
Bindungsdomanen, der HMG-A-Box und der HMG-B-Box-Domane, gefolgt von einem C-
terminalen Schwanz und einer funktionell bedeutsamen N-terminalen Region unterteilt werden.
ist auf zwei (NLS)

Die nukleadre Lokalisation von HMGB1 Kernlokalisierungssignale

zuruckzufuhren, 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 Uber alle Spezies hinweg evolutionar stark konserviert. Je

nach zellularer Lokalisation, tritt HMGB1 in drei verschiedenen Isoformen auf und interagiert mit
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unterschiedlichen Rezeptoren. Im Zellinneren liegt HMGB1 Uberwiegend in der vollstandig
reduzierten Redoxform (fully reduced) vor, wahrend es im Zytoplasma durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) zu sulfonyl HMGB1 oxidiert wird. Wahrend reduziertes HMGB1 eine
Zellmigration-induzierende Aktivitat ahnlich 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 Aktivitat (Antoine et al.,

2014).

Cytokine-inducing Chemoattractant

activity activity
(F—— g = = Fully reduced = 3
HMGB1
SH SH SH
Disulfide + e
HMGB1
c SH
o
8
o
3 Sulfonyl o =
HMGB1

SO,H SO,H SO.H
Abbildung 3: Die funktionelle Aktivitat von HMGB1 wird durch den Redoxstatus bestimmt.

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

1.5. HMGB1: Rolle bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen

Verschiedene Studien haben in der Vergangenheit gezeigt, dass HMGB1 bei der Pathogenese
chronisch entzundlicher Darmerkrankungen beteiligt ist. So wurden anti-HMGB1-Antikorper im
Serum von CU-Patienten gefunden, welche auch in signifikantem Zusammenhang mit der
Krankheitsaktivitat standen (Takaishi et al., 2012). Zudem korreliert die HMGB1-Konzentration im
Stuhl und Serum von CED-Patienten mit dem Schweregrad der entzundeten Mukosa (Hu et al.,
2015; Liu et al., 2006). Daher kann HMGB1 auch als Biomarker zur Uberwachung des

Krankheitsverlaufes von CEDs verwendet werden.

In der Vergangenheit wurde die Untersuchung der Funktionen von HMGB1 im Tiermodell durch
die frihe postnatale Letalitat von globalen HMGB1-Knockout Mausen behindert (Calogero et al.,
1999). In den letzten Jahren wurden jedoch Mause mit konditionellem HMGB1-Knockout einzelner

Gewebe entwickelt, die neue Forschungsmoglichkeiten bieten. In mehreren Studien wurde
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festgestellt, dass die Anwendung eines Anti-HMGB1-Antikorpers oder eines HMGB1-Inhibitors zu
einer Verringerung der Entzindung, einer Verringerung der Dickdarmpermeabilitdt und einer
Verringerung des Gewichtsverlusts bei DSS-behandelten Mausen fluhrte (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 erhéhten Apoptoserate und
der Verschlechterung einer chemisch-induzierten Colitis im DSS-Mausmodell fuhrt (Zhu et al.,

2015).

1.6. Zielsetzung

HMGB1 ist ein ubiquitar vorkommendes Nukleoprotein, das proinflammatorische Funktionen
besitzt, wenn es zellular freigesetzt wird. Das Protein wird bei der Gewebsnekrose als DAMP
passiv freigesetzt, kann aber auch aktiv von Immunzellen sezerniert werden. HMGB1-Spiegel im
Stuhlund im Serum wurden als Marker fur die Aktivitat entziindlicher Darmerkrankungen und der
Invasivitat von Darmkrebs verwendet. Die genauen Mechanismen, durch die HMGB1 an der

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

In Vorarbeiten dieses Projektes wurde bereits gezeigt, dass eine genetische HMGB1-Defizienz in
intestinalen Epithelzellen den Krankheitsverlauf wahrend einer chemisch induzierten murinen
DSS-Colitis signifikant verscharft. 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 wahrend der murinen
infektiosen Citrobacter rodentium- oder der chronischen T-Zell-induzierten Colitis. In Anbetracht
des Zusammenhangs von CEDs und einem damit einhergehenden erhdhten 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 erhohtes 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 anschlieBenden wiederholten DSS-Behandlung
zur Nachahmung der Colitis-assoziierten Karzinogenese flihrte zu einer verringerten Tumorlastin
myeloiden HMGB1-Defizienten Versuchstieren, wahrend eine epitheliale HMGB1-Defizienz
keinen Einfluss auf die Tumorgenese hatte (Folsch, 2021). Gemeinsam deuten diese Vorarbeiten
auf verschiedene zell- und kontextabhangige Funktionen von HMGB1 an der verletzten

Darmbarriere hin.
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In der vorliegenden Arbeit soll vor allem der starke Phanotyp der epithelialen HMGB1-Deletion im
DSS-Modell der akuten Entzindung untersucht und die Reaktionen des Wirtes auf
Darmverletzungen weiter charakterisiert werden Dazu werden Mausen 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 Permeabilitdt sowie auf die Wundheilung und
Aktivierung mechanistischer Signalwege in An- und Abwesenheit von intra- und extrazelluldrem
HMGB1. Erganzt wird die Untersuchung durch die Sequenzierung HMGB1-defizienter
Epithelzellen sowie der Analyse HMGB1-defizienter, intestinaler Organoide unter
Normalbedingungen und wahrend einer akuten Entziindung. Somit soll ein Rahmen fur
nachfolgende mechanistische und therapeutische Untersuchungen geschaffen werden, die neue

Ansatze fur die Behandlung chronisch entztindlicher Darmerkrankungen bieten.
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Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Gerate

Gerat

Hersteller

BD BD FACSAria™ Il Cell Sorter

BD Biosciences, USA

BD LSRFortessa™

BD Biosciences, USA

Biowizard Xtra Line Clean Bench

Kojair®, Finnland

ChemiDoc XRS+ System

BioRAD Laboratories, USA

CO; Incubator KM-CC17RU2

Panasonic Industry Europe GmbH, Deutschland

Cooled Incubator MIR-154-PE

Panasonic Industry Europe GmbH, Deutschland

EASYstrainer Zellsiebe 40 pm und 70 pm

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 Zahlkammer

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

Peqglab, Deutschland

PLE-N Prazisionswaage

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 Objekttrager

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

2.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/ Reagenz

Eppendorf AG, Deutschland

Hersteller

Fluoreszeinisothiocyanat-Dextran, FD4-100MG,
average mol wt 3,000-5,000

Sigma-Aldrich, Deutschland

Dextran sulfate sodium salt, approx. M.W. | Thermo Scienttific™, USA
500,000

DMEM Gibco™, USA
1-beta-D-arabinofuranosyl-5-azacytosine Sigma-Aldrich, Deutschland
(C6645)

BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine), Thymidine | Abcam, USA

analog

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 | (C0130) = 125 CDU/mg

Sigma-Aldrich, Deutschland

Cornoil

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 M.W.=36.000-

50.000 Da

(DSS)

MP biomedicals

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (4984.1)

Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland

DNase | 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-Losung 0,5 % wassrig

Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland

Ethanol, vergallt =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

Hamalaun Loésung 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 ausE. coli

Sigma-Aldrich, Deutschland

Magermilchpulver
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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/mlin 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

TagMan™ Fast Advanced PCR Master Mix

TagMan™ Fast Advanced PCR Master Mix

Tag-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

29



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)

2.1.4. Software

Tabelle 4: Software

Software

Thermo Scientific, USA

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

Image)

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. Pufferund Lésungen

Tabelle 5: DTT Puffer

Menge Reagenz

10 ml 10ml 10x HBSS

10 ml 10mL 10x HEPES

10 ml 10ml FCS heat-inactivated
70 ml 70mlVE-H20

15,4 mg DTT; frisch hinzugeben

Tabelle 6: Collagenase Puffer

Menge Reagenz

5 ml fRPMI

50 pl Collagenase (100mg/ml)
50 pl Collagenase (100mg/ml)

Tabelle 7: RIPA Puffer

Menge Reagenz

5mM EDTA

0.1% SDS

150 mM NaCl

50 mM Tris HCL

1,0% Triton-X 100

0,5% Natrium Deoxycholat

pH mit HCl 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-H,0 lésen

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: Lammli Puffer

Menge Reagenz

1,58 250 mM Tris/HCL
5ml 10% SDS

25 ml 50% Glycerol
3,86¢ 0,5MDTT

Ad 50 ml VE-H,O

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

Menge Reagenz

12,5 ml 40% Acrylamid

12,5 ml 1,5MTris 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 1,5MTris pH §,8;

1 ml 10 % SDS

20 ml Glycerol

24 ml VE-H20

Tabelle 13: 10x Laufpuffer (Westernblot)

Menge Reagenz

30g 30g Tris-base
144 ¢ 144g Glyerol
100 ml 10% SDS

ad 1000 ml | VE-H20

Tabelle 14: 10x Blotpuffer (Westernblot)

Menge Reagenz
30,3¢g Tris-base
144 ¢ 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-H20

pH auf 7,6 einstellen

Tabelle 17: 1x TBST Puffer

Menge Reagenz
100ml 10x TBS
500pl Tween® 20
ad 1000 ml | VE-H20

Tabelle 18: Citratpuffer

Menge Reagenz

2,94 ¢ Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
0.05% Tween20

Ad 1000 ml | mlVE-H20

pH auf 6,0 einstellen

Tabelle 19: Chelation Stock Puffer fur die Organoid-Kultur

Menge Reagenz

1,97 ¢ Dinatriumhydrogenphosphat
2,78 Kaliumdihydrogenphosphat
14g Natriumchlorid

0,3g Kaliumchlorid

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

Menge Reagenz

4 ml Chelation stock buffer 5x
16 ml VE-Wasser

100 pL [0.5 mM] DL- dithiothreitol
200 pL [5 mM] EDTA

Tabelle 21: Standard Zellkultur Medium

Menge Reagenz

500 ml DMEM

5ml Penicillin-Streptomycin
50 ml FCS

2.2. Methoden

2.2.1. Tierversuche

Die Tierversuche wurden durch die Behorde flur Gesundheit und Verbraucherschutz der freien
Hansestadt Hamburg in den Tierversuchsantragen ORG_1034 und G124/17 genehmigt. Die
Versuchstiere wurden in der Forschungstierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg
Eppendorf gezlchtet 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
urspringlich von Jackson Laboratory bezogen. Die Hmgb1-gefloxten Mause (Hmgb17) stammen
von Robert Schwabe aus der Columbia Universitat, USA (Huebener et al., 2014). Durch Kreuzung
der Hmgb 1”-Mé&use mit Villin cre/+ Mausen wird HMGB1 als konditioneller Knockout gezieltin den
epithelialen Zellen des Gastrointestinaltraktes deletiert (Hmgb1%t°). Wahrend den Versuchen
dienten Cre-negative Geschwistertiere, die keine Cre-Rekombinase exprimieren, als Kontrollen.
Weiterhin wurde die Tamoxifen induzierbare Hmgb1”-UBC-Cre/ERT2 Mauslinie verwendet

(Ruzankina et al., 2007). Diese Linie erlaubt es, die Hmgb7-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 Hmgb1”-UBC-Cre/ERT2 Linie wurden
Hmgb1** UBC cre+ (Kontrolle) bzw. Hmgb1” UBC cre+ (KO) Mause mit Tamoxifen behandelt
(Sohal et al., 2001). Die Mauslinie wurde durch Rickkreuzung von Hmgb1” auf die B6.Cg-
Ndor1TeUBC-cre/ERI2)1ER /1 | | inie erzeugt. Durch die Applikation von Tamoxifen wird Hmgb1 in allen
Zellen deletiert. Das Tamoxifen wurde in Maisél in einer Konzentration von 20 mg/ml
lichtgeschutzt durch Schitteln Uber Nacht bei 37°C geldst und fur die Dauer der Injektionen bei
4°C gelagert. Fur die Auslosung der Rekombination wurden je 100 pl Tamoxifen-Losung durch
intraperitoneale Injektion alle 24 Stunden Uber 5 Tage verabreicht. Die Injektionsstelle wurde vor
der Injektion mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Es folgte eine Wartezeitvon 8-12 Wochen, in denen
die Mause engmaschig auf unerwinschte Reaktionen auf die Behandlung Uberwacht wurden
(Madisen et al., 2010; Sohal et al., 2001). Zur Uberpriifung einer effizienten Hmgb1-Deletion
wurden, wie nachfolgend in Abschnitt 2.2.5 beschrieben, verschiedene Gewebetypen
entnommen und auf RNA und Proteinebene auf Hmgb 1-Expression bzw. HMGB1-Proteinmenge
untersucht. Nach 8 Wochen zeigen Hmgb1f/f UBC cre+ Mause eine Reduktion der Hmgb1-

Expression im Darm um ca. 90%.

% 5 x 75 mg/kg Tamoxifen i.p.
|

|
| | i
] 7/
0 1
Abbildung 4: Ablauf der murinen Tamoxifen Injektion und Induktion.

Die Versuchstiere wurden Uber einen Zeitraum von 7 Tagen taglich 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 Uberpriifung einer effizienten HMGB1-Deletion auf RNA- und Protein-Ebene.
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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 fur einen Zeitraum von
maximal 7 Tagen verabreicht und anschlieBend wieder auf normales Trinkwasser umgestellt.
Wahrend der Versuchslaufzeit wurden die Tiere taglich gewogen und Uber Score Sheets
Uberwacht. Ein Gewichtsverlust von mehr als 20% sowie ein stark verdndertes Verhalten nach
den Kriterien der Belastungstabellen fUhrte zum Abbruch des Versuches. Der Mechanismus,
durch den DSS eine Darmentzliindung ausldst, ist noch unklar. Es ist wahrscheinlich das Ergebnis
einer Schadigung der Dickdarm auskleidenden Epithelschicht, welche die Verbreitung von
entzundungsféordernden Darminhaltsstoffen (z.B. Bakterien und deren Produkte) in das darunter
liegende Gewebe ermdglicht. Das DSS-Colitismodell ist in der CED-Forschung aufgrund seiner

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

al., 2014).

% 1,5 % DSS p.o.

A sac.

Abbildung 5: Versuchsablauf der murinen DSS-Colitis.

Die Versuchstiere erhielten Uber das Trinkwasser 1,5 % (m/V) Natrium-Dextransulfat (DSS) Uber 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 zunachst mit einem CO,/O,-Gemisch
betaubt und daraufhin mit CO2 euthanasiert. Die Tiere wurde dann mit Ethanol desinfiziert und
das Abdomen zur finalen Blutentnahme aus der Vena cava geotffnet. Das Blut wurde fur die
Serumgewinnung 10 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert, bei -20°C gelagert und spater fur ELISA-
Analysen verwendet. AnschlieBend wurde das Kolon freiprapariert und von Zakum bis Anus
vermessen. Die Stuhlproben wurden gesammelt und in flussigem Stickstoff eingefroren. Der
Darm wurde mit DPBS gespult und fur weiterfolgende Analysen wie folgt segmentiert: Fur
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
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proximalen Stuckes wurde fur RNA- und Protein-Analysen abgetrennt. Die Proben wurden direkt
nach der Entnahme in flissigem Stickstoff gefroren und langfristig bei -80°C oder kurzfristig bei -
20°C gelagert. Das restliche Kolonsegment wurde fir durchflusszytometrische Analysen

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

2.2.6. lIsolation von Immunzellen aus dem Kolon

Fur die Immunzell-Isolation aus dem Kolon wurde das gewonnene Gewebe in 0,5 cm groBe Stucke
zerteilt und fur 20 Minuten schuttelnd bei 37°C in der frisch angesetzten DTE-LAsung inkubiert.
AnschlieBend wurden Gewebestlicke in einer Petrischale mit einer Schere weiter zerkleinert, bis
eine homogene Mischung entstand. Der Rest der DTE-Losung wurde in einem 50 ml-Falcon mit
kaltem PBS/1%FCS aufgefiillt und 5 Minuten bei 400xg bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend verworfen. Das erhaltene Zellpellet wurde in kaltem PBS/1%FCS resuspendiert und
auf Eis gelagert. Parallel wurde das zerkleinerte Kolongewebe in frisch angesetzter Kollagenase-
Losung (60 pl Kollagenase 100 mg/ml and 12 pyl DNase 5000 U/ml) bei 37°C fir 45 Minuten
geschuttelt. Danach wurde die Kollagenase Mischung durch ein 100 um-Zellsieb gefiltert und mit
den zuvor gewonnenen Zellen in einem 50 ml-Falcon zusammengefuhrt. GroBere Gewebestlicke
wurden im Zellsieb zerrieben und in den 50 ml-Falcon gespult. Zuletzt wurde die Zellsuspension
mit PBS/1%FCS auf 50 mlaufgefillt und bei 400xg 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. AnschlieBend
wurde der Uberstand 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 aufgefullt. Die Immunzellsuspension wurde ein
weiteres Mal bei 400xg 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Zuletzt wurde das Zellpellet in ca. 500 pl
FACS-Puffer (PBS/2,5 % FCS) resuspendiert.

2.2.7. Epithelzell-lsolation aus dem Kolon

Zur Isolation von Epithelzellen wurden die Gewebestlcke zunachst wie in 2.2.6 beschrieben in
der DTE-L6sung inkubiert und der Falcon mit PBS/1%FCS aufgefullt und fur 5 Minuten auf Eis
gestellt. Dann folgte eine Zentrifugation bei 300xg fiir 10 Minuten bei 4°C. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pelletin 500 ul TrypLE™ Express Enzym (ThermoFisher) resuspendiert. Es folgte

eine Inkubation fir 8 Minuten bei 37°C, wobei eine Probe der Losung regelmaBig 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 70pm-Zellsieb gefiltert und die
Gewebestlicke zerrieben. Zwischenzeitlich wurde das Sieb mit PBS/2%FCS gespult und danach
bei 300xg 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand 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 konnen die Epithelzellen aus der Zellsuspension separiert werden. Dazu wurde das
Zellpellet in 100 pl der MicroBeads-Losung (10 pl Beads und 90 pl MACS-Puffer) resuspendiert
und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Wahrenddessen erfolgte die Vorbereitung der magnetischen
MACS-Saulen, indem sie je drei Mal mit MACS-Puffer gespullt wurden. Dann wurde die
Zellsuspension auf die durchfeuchtete Saule gegeben und drei Mal mit MACS-Puffer gespuilt.
Zuletzt erfolgte die Eluierung der Epithelzellen mittels der magnetischen MACS-Saulen. Der Flow-
Through der gespulten MACS-Saulen wurde aufbewahrt und zur Isolation der darin enthaltenen

Immunzellen, wie in 2.2.6 beschrieben, verwendet.

2.2.8. FACS-Analyse

Zur Farbung von Oberflachenmarkern der isolierten Immunzellen wurde die Zellsuspension in
FACS-Tubes resuspendiert und mit dem Totzellen-Farbstoff Zombie Aqua™ (1:1000) fur 20
Minuten im Dunkeln inkubiert. Dann wurden die Tubes je 6 Minuten bei 350xg und 4°C
zentrifugiert, mit 200 pl FACS-Puffer gewaschen und 60 Minuten bei 4°C mit der angesetzten
Antikérpermischung (vgl. Tabelle 22) im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurden die Tubes wieder
mit 200 pl FACS-Puffer gewaschen und wie zuvor zentrifugiert. Die Zellen wurden in 200 ul FACS-

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

Tabelle 22: FACS-Antikorper Panel

Antikérper Hersteller Klon Ursprung Konzentration | Verdiinnung
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 gefarbten Immunzellen wurden am BD FACSAria™ Il (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 gentigend RNA fur
weitere Analysen zu erhalten. Die Daten wurden mit der BD FACSDiva-Software aufgezeichnet

und mit Hilfe des FlowJo-Programms analysiert.
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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™ Il,
die aus 4 Tagen DSS-behandelten oder unbehandelter Mause isoliert wurden. Aus den Immunzellen wurden
mit den gesetzten Gates zunachst 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.

40



2.2.9. RNA-Isolation

Im Rahmen dieser Arbeit wurde RNA aus Kolongewebe, primaren Immunzellen, sekundaren
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 pl Wasser, RNA aus Organoiden und
Zellkulturversuchen sekundarer Zellen in 20 pl und RNA aus isolierten Immunzellen in 10 pl
Wasser eluiert. Die Konzentration der RNA wurde am NanoDrop Spektrometer (Peqlab,
Deutschland) bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Die Reinheit der aufgereinigten RNA
wurde Anhand des Quotienten OD2g0/OD2go 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 pg (Kolongewebe)
oder 500 ng (Zellen und Organoide) RNA in 20 pl cDNA-Synthese-Ansatz umgeschrieben. Der
Reaktionsansatz der reversen Transkription sowie das verwendete PCR-Programm des Thermo-

Cyclers sind in nachstehenden Tabellen 23 und 24 aufgefiihrt.

Tabelle 23: Reaktionsansatz der reversen Transkription

Reagenz Volumen
[ut]

10x RT Buffer 2

dNTPs (100mM) 0,8

10x Random Primer 2

Reverse Transcriptase (50 1

u/ul)

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)

Fur die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) wurden 10 pl Reaktionsansatze
verwendet. Jeder Ansatz bestand aus 5 pl TagMan™ Fast Advanced PCR Master Mix, 3.5 pl
Nuklease freiem Wasser, 1 ul der zuvor umgeschriebenen cDNA und 0.5 pl TagMan™ Sonden (vgl.
Tabelle 25). TagMan™ Sonden mit einer VIC-Farbstoffmarkierung wurden fur die Housekeeper-
Gene 18S und Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (Hprt) verwendet. Die restlichen
Sonden der Gene von Interesse besaBen 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 TagMan™ Sonden fiir die gPCR

Zielgen | Nummer

18S 4319413E

Acta2 MmO00725412_s1

Cldn1 MmO01342184_m1

Cldn2 MmO00516703

Cldn4 MmO00515514_s1

Colla MmO00801666_g1

Cxcl1 MmO04207460_m1

Fn1 MmO01256744_m1

Gnai MmO01165301_mH

Hmgb1 MmO04205650_gH
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Hprt Mm00446968_m1
e Mm00446190_m1
Lgr5 Mm00438890_m1
Lyz1 MmO00657323_m1
MMP10 | Mm01168399_m1
MMP3 Mm00440295_m1
Mmp9 MmO01341361_m1
Muc2 MmO01276676_m1
Nos2 MmO00440502_m1
Ocln MmO00500910

Olfm4 Mm01320260_m1
Olfr78 MmO00453733

Sox9 Mm00448840_m1
Stat1 MmO01257286_m1
Tgfb MmO01178820_m1
Timp1 Mm01341361_m1
Tjp/ZO-1 | MM01320638_m1
Tnfa Mm00443258_m1
UBD MmO01972246_s1
Villin MmO00494146_m1

Tabelle 26: gPCR-Programm des Viia™ 7 Sytems

Stufe Schritt Temperatur [°C] | Dauer [Min] | Zyklen
UNG Aktivierung 50 2

Hold Stage 1
Taq Polymerase Aktivierung | 95 10
Denaturierung 95 0,25

PCR Stage 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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Qualitatskontrolle durch Novogene Co, Ltd (UK) wurde die eukaryotische RNA-Sequenzierung des
gesamten Transkriptoms mit der Illumina Novaseq 6000 PE (paired-end) 150 durchgefuhrt. Fur
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 Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf
durch Minyue Qi und Malik Alawi ausgewertet. Flr 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 Hinzufugen der
Probe wurde der Proteinase/Phosphatase-Inhibitor bestehend aus 10mM Benzamidin, 2mM
Natriumorthovanadat, 1 yg/ml Leupeptin, 3,4 pg/ml Aprotenin und 1TmM PMSF beigemischt. Zur
Lyse wurde die Probe auf Eis per Hand mit einem Gewebe-Mdrser homogenisiert und fur 5
Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe 20 Minuten bei 2500x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReagenzgefaB Uberfilhrt und die
Proteinkonzentrationsbestimmung nach Herstellerangabe mit dem Pierce™ BCA-Protein Assay Kit
durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die Proben mit VE-Wasser auf 1 mg/ml verdinnt, mit 1x
Lammli-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) uberschichtet. Ein 10-er Proben-Kamm wurde eingesetzt und das Gel fur ca. 30
Minuten unter einem Abzug ausgehartet. Zur nachfolgenden Gelelektrophorese wurden die Gele
wasserdicht in den Elektrodenrahmen eingespannt und mit 1x Laufpuffer aufgefullt. Der Proben-
Kamm wurde entfernt und je 40 pl der mit Lammli-Puffer versetzten Proteinproben aufgetragen.
Als Marker wurden 7 pl 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 fur 50 Minuten

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

Eine 0,25 pym Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran wurde vor Gebrauch fir 10 Minuten in
Methanol aktiviert. Das Sammelgel wurde abgetrennt und zugeschnittenes Filterpapier in Blot-
Puffer getrankt. 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 fur 120 Minuten auf die PVDF-Membran tbertragen. Im Anschluss wurde die Membran fur 15
Minuten getrocknet bevor sie flr eine Stunde in 5 % Milchpulver in TBS-T (TBS-Puffer mit 0,05 %
Tween® 20) in einem 50 ml-Falcon geblockt wurde. Der Primarantikdrper wurde ebenfalls in 5 %
Milchpulver in TBS-T angesetzt und Gber Nacht bei 4°C rollend inkubiert. Am Folgetag wurde die
Membran 3x 5 Minuten in TBST gewaschen und der HRP-gekoppelte Sekundarantikdrper eine
Stunde rollend bei RT inkubiert. Nach wiederholtem Waschen fur 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 Signalstarke der Proteinbanden wurden mit der Software Evolution Capt
(Vilber) bestimmt und auf die Housekeeper a-Tubulin oder B-Actin normalisiert. Um die Antikorper
zu entfernen und die Ladekontrolle oder weitere Antigene zu farben, wurde die Membran fur 15
Minuten mit ROTI®Free Stripping-Puffer (Carl Roth GmbH + Co. KG) gewaschen. Eine Ubersicht
der verwendeten Primar- und Sekundarantikorper sowie deren Verdinnung ist in nachstehender

Tabelle 27 zu finden.

Tabelle 27: Westernblot Primar- und Sekundérantikorper

Antigen Artikelnummer | Hersteller Verdiinnung
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
a-Tubulin 3873 Cell Signaling Technology, Inc., USA | 1:5.000
B-Actin A5441 Sigma-Aldrich, Germany 1:5.000

2.2.16.Histologie

Direkt nach der Organentnahme wurde das Kolongewebe fur 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 Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf entwéassert und in Paraffin

eingebettet.

Tabelle 28: Entwéasserungsprotokoll der Pathologie

Formalin Ethanol Xylol Paraffin
80% 96% 100% | ] | ] Il \Y)
Zeit (min) 60 30 ‘ 40 | 30 ‘ 40 | 30 ‘ 40 ‘ 50 |40 | 60 |20 |30 |40 |60

Im Anschluss wurden aus den gekuhlten Paraffinblocken an einem Mikrotom 4 pm-dinne

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

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

Warmeplatte. Vor den histologischen Farbungen wurden die Schnitte mit dem in Tabelle 29

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

Nach den spezifischen Farbungen (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 uber 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-H20 Ethanol Xylol
100% | 90% | 70% | 50% 50% 70% | 90% | 100%
Zeit(min) | 3x4 | 4 4 4 4 4 Dippen | 1 2 2 3x4

2.2.17.Immunhistochemie

2.2.17.1. Alcianblau-Hamatoxylin-Farbung

Zur Farbung der intestinalen Muzine und Glykosaminoglykanen auf Kolon-Gewebeschnitten
wurde die Alcianblau-Farbung angewendet. Dazu wurden die Schnitte nach der Rehydrierung fur
5 Minuten in einer Alcian-blue staining solution (1% Alcianblau, 3% Essigsaure, pH 2,5 von Sigma-
Aldrich) inkubiert und 4 Minuten unter flieBendem Leitungswasser gespult. Danach folgte ein
kurzes Waschen in VE-Wasser und eine Gegenfarbung der Zellkerne in Hamatoxylin fur 10
Minuten. Zuletzt wurden die Schnitte fur 10 Minuten in laufendem Leitungswasser geblaut, wie in

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

2.2.17.2. Ki67-Farbung

Die immunhistochemische Farbung fir HMGB1 und Ki-67 wurde analog zu der nachfolgenden
beschriebenen BrdU-Farbung durchgefuhrt. Ewurden je 100 ul anti-HMGB1 Antikdrper bzw. Ki-67
(vgl. Tabelle 30) verwendet. Als Sekundarantikérper wurde der anti-rabbit HRP labeled conjugate
(Dako) genutzt. Die DAB-Arbeitslosung wurde flr je 1 Minute auf den Schnitten inkubiert. Die

Gegenfarbung in Hamatoxylin betrug 10 Minuten und das Blauen in Leitungswasser 15 Minuten.

2.2.17.3. BrdU-Farbung

Das 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) wurde nach Herstellerangaben in sterilem PBS zu einer 10
mg/ml Losung verdunnt. Den Versuchstieren wurde 100 mg/kg der BrdU-Lésung intraperitoneal
injiziert. Nach einer Wartezeit von mindestens 8 Wochen und taglicher Uberwachung wurden die
Mause wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben sakrifiziert. Das Kolon-Gewebe wurde wie in Abschnitt

2.2.16 dargestellt fur die Immunhistochemie prozessiert.
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Nach der Entparaffinierung und Rehydration (vgl. Tabelle 29) wurden die Schnitte fur eine Stunde
einer 2 molaren HCI-L6sung inkubiert und in PBS gewaschen. Zur Demaskierung der Antigene
wurden die Schnitte 20 Minuten in Citrat-Puffer gekocht und nach dem Abkulhlen in PBS-T
gewaschen. Danach wurden die Schnitte in Peroxidase-Blocking-Losung (3 % H»O, in Methanol)
far 10 Minuten bei RT inkubiert und 3 x 2 Minuten in PBS-T gespult. Die Gewebeproben wurden mit
einem DAKOPen umrandet und jeweils mit 1-2 Tropfen Blocking Solution (Dako) bedeckt und fur
eine Stunde in der Feuchtekammer bei RT inkubiert. Der anti-BrdU Primarantikdrper (rat
monoclonal to BrdU) wurde in antibody-Diluent (Dako) verdinnt (vgl. Tabelle 30) und uber Nacht
bei 4°C in der Feuchtkammer inkubiert. Am Folgetag wurden die Schnitte 3x 2 Minuten in PBS-T
gewaschen und der verdlinnte Rabbit anti-rat 1gG Sekundarantikorper (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 ul 2% Ziegenserum (Dako) in PBS
fur 10 Minuten bei RT. Die Blocklésung wurde abgekippt und je 1-2 Tropfen des Tertiarantikorpers
(anti-rabbit HRP labeled conjugate, Dako) auf die Schnitte aufgetragen. Nach einer 30-minutigen
Inkubation in der Feuchtekammer bei RT wurden die Schnitte wie oben genannt gewaschen. Im
Anschluss wurde die DAB (3,3'Diaminobenzidine) Arbeitslésung aus 1 mL DAB (Dako) und einem
Tropfen DAB Chromogen (Dako) hergestellt, gevortext und lichtgeschutzt gelagert. Jeder Schnitt
eines Experimentes wurde dann fur eine feste Zeit (i. d. R. fir 30 Sekunden) mit der DAB-L6sung
behandelt, bis eine braunliche Farbung sichtbar wurde. Die Farbreaktion wurde mit VEH,0
gestoppt. Die Gegenfarbung mit Hdmatoxylin und Dehydration der Schnitte erfolgte, wiein 2.2.17

beschrieben.

Tabelle 30: verwendete Primarantikorper der Immunhistochemie

Antikérper | Gekoppelte Antigene Artikelnummer & Hersteller | Verdiinnung
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 Sekundar- und Tertidrantikdrper der Immunhistochemie

Antikorper Gekoppeltes Artikelnummer & | Verdinnung
Enzym Hersteller

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

Anti-rabbit Dako Envision labelled | HRP-conjugated Dako Ready to use

polymer
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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 WeiBabgleich am Mikroskop durchgefuhrt. In der
Regel wurden 10- und 20-fache VergroBerungen aufgenommen. Zur Berechnung und Einfligen der

GroBenskala sowie der Erhohung 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 durchgeftihrt. Die Proben und Standardverdinnungen
wurden bei 450 nm mit Wellenlangenkorrektur 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 ug 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 % CO, im Brutschrank kultiviert.
StandardmaBig 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 pg/mldisulfid-, reduziertem
HMGB1 oder LPS Uber 24 Stunden. Danach erfolgte die Ernte der Zellen und Protein- oder RNA-

Isolation.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl einer Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau verdinnt
und auf die Zdhlkammer aufgetragen. Tote Zellen werden dabei blaulich angefarbt, da es durch
defekte Zellmembranen ins Zellinnere eindringen kann. Es wurden jeweils vier Eckquadrate der

Neubauer-Zdhlkammer ausgezahlt und die Zellzahl mit folgender Formel bestimmt:

gezahlte Zellen
gezahlte Quadrate

Zellzahl proml = ( ) x Verdimnungsfaktor X Volumen [ml] x 10%)

2.2.22.CRISPR-Cas9 Knockout des Hmgb 1-Gens in MC38-Zellen

Die MC38-Zelllinie ist ein etabliertes und gut charakterisierte Modell fur 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 fur Virologie, Hamburg) zur Verfugung gestellt. Verwendet wurde der lentivirale
pSicoR-CRISPR-Cas9 Vektor (RP-418). Dieser enthalt 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 3x10° MC38-Zellen in 6-Wells ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte die
Infektion der Zellen mit 3,5 ml Lentivirus-Uberstand (HEK293T), welcher das Guide-RNA-Vektor-
Konstrukt oder eine leere Vektor-Kontrolle enthielt. Die 6-Well-Platte wurde bei 1000 x g fur 30
Minuten bei 37°C zentrifugiert und das Infektionsmedium mit DMEM 10% FCS ausgetauscht. Der
Transduktionsschritt wurde am Folgetag mit frisch aufgetautem Lentivirus-Uberstand (HEK293T)
wiederholt. Zur Selektion transduzierter Zellen wurden die Zellen von 6-Wells in T25-

Zellkulturflaschen transferiert und in DMEM 10% FCS mit 2 yg/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 durchgefuhrt.

Dazu wurden 3x10*Zellen in das erste Well einer 96-Well-Platte pipettiert und seriell in der ersten
Spalte und anschlieBend horizontal je 1:2 auf der gesamten Platte verdinnt. Das finale Volumen
betrug 200 ul DMEM 10% FCS je Well. Die Zellkulturplatten wurden regelmaBig auf Einzelzellen
oder Einzelkolonien untersucht. Diese wurden gepikt und in groBeren Wells stetig expandiert, bis
genug Material fUr eine Proteinisolation vorhanden war. Mit Westernblots (vgl. 2.2.14) wurden die
Klone auf eine effektive HMGB1-Defizienz untersucht und fir 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)
durchgefuhrt. 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 Flache wurde Uber eine Periode von 24 Stunden
unter einem Phasenkontrast-Mikroskop fotografiert. Die Distanz beider Fronten wurden mit
Image) vermessen. FuUr jedes Experiment wurden mindestens 100x Abstandsmessungen
vorgenommen und jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt. In einigen
Experimenten wurde Cytosin-B-D-arabinofuranosid-Hydrochlorid (Sigma-Aldrich) zugesetzt, um

die Proliferation zu unterdrticken.

2.2.24.Transendothelialer Permeabilitats-Assay

Zur Untersuchung des Einflusses von HMGB1 auf die Permeabilitat wurde ein transendothelialer
Permeabilitats-Assay nach einem Standardprotokoll durchgefuhrt (Ni et al., 2017). MC38-Wildtyp
und MC38-HMGB1-Knockout (HMGB1 -/-) Zellen wurden in 24-Well-Platten mit Transwell-
Einsatzen mit einer PorengrdBe von 3,0 um (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 Ubertragen. Dann wurden 200 pyl HBSS mit 1 pg/ml
FITC-Dextran in die obere und 600 pl HBSS in die untere Kammer pipettiert. Die 24-Well-Platte mit
Transwell-Einsatzen wurde Uber 6 Stunden lang bei 37°C und 5 % CO2 unter leichtem Schiutteln
inkubiert. Jede Stunde wurde eine Probe zur spateren Messung entnommen und bei 4°C im
dunklen gelagert. Die Konzentration des in die untere Kammer Ubertragenen FITC-Dextrans wurde
mit einem Mikroplatten-Lesegerat (Infinite® F50 Mikroplatten Reader, Tecan) mit Anregungs- und
Emissionswellenlangen 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. (Nietal., 2017)):

FD4 basolateral (t = 6h) [ug]
FD4 apical (t = Oh) [ug]

2.3. Intestinale Organoide

2.3.1. Isolation und Kultur intestinaler Organoide

Durch Fortschritte in der Stammzellforschung unter maBgeblicher Beteiligung von Clevers und
Sato ist es gelungen, intestinale epitheliale Stammzellen als Organoide zu kultivieren (Sato et al.,
2009). Unter gewissen Kulturbedingungen kdnnen Lgr5+ intestinale Stammzellen oder ganze
Krypten effizient in 3D-Strukturen kultiviert werden. Intestinale Organoide werden in einer
Laminin- und Collagenreichen kunstlichen extrazellularen Matrix, dem Matrigel, kultiviert. Das
Kulturmedium beinhaltet spezifische Wachstumsfaktoren des in vivo vorkommendes intestinales
Epithel. Dazu gehdren der epidermal growth factor (EGF) fur 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

Zunachstwurde 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, prapariert. Das Kolon wurde mit

DPBS gespult und longitudinal ge6ffnet. 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
anschlieBendin 10 mm-groBe Stlicke geteilt und in einen Flacon mit 20 mlkaltem DPBS tberflhrt.
Mit einer befeuchteten, serologischen 10 ml-Pipette wurden die Kolonstlicke mehrmals auf und
ab pipettiert und nach deren Absetzen am Boden mit frischem DPBS versetzt. Dieser
Waschschritt wurde ca. 10-mal wiederholt, bis der Uberstand klar wurde. Die Gewebestiicke
wurden in je 20 ml Crypt Isolation Buffer transferiert und 30 bis 60 Minuten bei 4°C rollend
inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Gewebestiicke in je 10 ml DPBS 10% FCS
resuspendiert. Durch kraftiges Schutteln des Falcon wurden die Krypten gelést und in den
Uberstand geldst, dies wurde stets unter dem Mikroskop kontrolliert. Dieser Schritt wurde dreimal
wiederholt, um die Krypten Ausbeute zu erhéhen. Der Uberstand wurde durch einen 70 pm-
Easystrainer gefiltert und in einem mit FCS-gecoateten Falcon gesammelt. Die Krypten wurden
bei 100 x g fur 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 fur 5 Minuten
bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zuletzt in 10 ml Advanced DMEM/F12 resuspendiert

und 25 pyl zum Zahlen der Krypten unter dem Mikroskop entnommen.

2.3.3. Primare Organoid-Kultur isolierter intestinaler Krypten

Mit einer P200-Pipette wurden ca. 200 isolierte Krypten in 20 ul Matrigel resuspendiert und
kuppelférmig auf vorgewarmte 48-Well-Platten platziert. Das Matrigel wurde fur 10 Minuten in
einem Inkubator (5 % CO, bei 37°C) ausgehartet. Pro Well wurde 250 pl vorgewarmtes Intesticult™
(Stemcell Technologies, Kanada) hinzugefligt. Um die Anoikis zu verhindern, wurde das
Intesticult™ in den ersten beiden Tagen mit 10 umol/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 Verhaltnis von 1:3 bis 1:5 gesplittet.

2.3.4. Passagieren intestinaler Organoide

Zum routinemaBigen Passagieren der Organoide wurde das Intesticult™ aus den Wells entfernt,
das Matrigel in 500 pl kaltem DPBS gelost und in einen 15 ml-Falcon Uberflhrt. Durch Zugabe von
10 ml kaltem Advanced DMEM/F12 wurde das Matrigel durch sanftes auf und ab pipettieren
vollstandig geldst. Die Organoide wurden bei 300 x g fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der
Uberstand 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 fir 5 Minuten bei 4°C wurde das Pellet in Matrigel resuspendiert und auf
einer vorgewarmten Well-Plate ausgehéartet (vgl. Tabelle 33). Die Organoide wurden mit

Intesticult™ fur 5-7 Tage im Inkubator kultiviert.

Tabelle 33: Matrigel- und Intesticult Volumen der Organoid Kultur

Zellkultur- Matrigel-Volumen Anzahl Matrigel | Intesticult™ Volumen je Well
Platte [ul] Tropfen [ul]

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
durchgefuhrt. Dazu wurde zundchst das Kulturmedium entfernt und je 500 pl kaltes Advanced
DMEM/F12 in die Wells pipettiert. Die Matrigel-Kultur wurde darin resuspendiert und in einen 15
ml-Falcon uberfiihrt. Der Falcon wurde bis 10 ml mit kaltem Advanced DMEM/F12 aufgefullt und
bei 300 x g fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Danach wurde das Medium verworfen und das
Organoid-Pellet in 500 pl CryoStor™ CS10 (Stemcell, Kanada) resuspendiert. Die Suspension
wurde in Cryotubes uberfuhrt und tGber Nacht bei -80°C in CoolCell™ Gefrierbehaltern (Corning,
Inc, USA) kontrolliert eingefroren. Am folgenden Tag wurden die Cryotubes zur langfristigen

Lagerung in flussigen Stickstoff Gberflhrt.

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 geldst, um eine 0,05 %ige DSS-LAsung herzustellen (Nikolaev et al.,
2020). Ausgereifte Organoide wurden in 24-Well-Platten fur 24 Stunden mit der DSS-LOsung
behandelt. Unbehandelte und mit DSS-behandelte Organoide wurden im Anschluss zur RNA-
Isolation und gPCR-Analyse verwendet (vgl. 2.2.9-10) Die Liste der verwendeten Tagman™ 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 fir 24 Stunden mit 0,05 % DSS (500 kDa) behandelt und anschlieBend
geerntet. Das Zellmaterial wurde im Anschluss fur 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 durchgefuhrt. Fir 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, StichprobengroBe (i. d. R. kleiner 10)
ausgeschlossen werden konnte. Beim Vergleich von 3 oder mehr Gruppen wurde daher der nicht-
parametrischer Kruskal- Wallis Test mit anschlieBendem 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; ****
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3. Ergebnisse

3.1. Vorarbeiten

Die vorliegende Arbeit schlieBt thematisch und experimentell an die bereits veréffentlichte Thesis
von Katharina Félsch an (Folsch, 2021). In Anbetracht des Zusammenhangs zwischen chronisch-
entzundlichen Darmerkrankungen und einem damit einhergehenden erhdhten Risiko, an
kolorektalem Krebs zu erkranken, wurde in Mausmodellen sowohl die spontane als auch die
durch entzundliche Prozesse ausgeloste kolorektale Karzinogenese in Abhangigkeit von
epithelialen und myeloiden HMGB1-Defizienzen untersucht. Dabei wurde im ApcMin Modell der
spontanen Karzinogenese eine erhdohte Tumorlast im Zusammenhang mit einer epithelialen
HMGB1-Defizienz nachgewiesen. Demgegenuber fluihrte eine myeloide HMGB1-Defizienz zu einer
unveranderten Tumorentwicklung und -wachstum im Vergleich zu den Kontrolltieren. Die
Kombination aus Azoxymethan (AOM) mit einer anschlieBenden wiederholten DSS-Behandlung
zur Nachahmung der Colitis-assoziierten Karzinogenese fuhrte zu einer verringerten Tumorlast in
myeloiden HMGB1-defizienten Versuchstieren, wahrend 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
Hmgb 1~¢ zu einem schwereren Krankheitsverlauf wahrend der murinen DSS-induzierten Colitis
fuhrt. Hmgb 14€¢ M&use wiesen im Vergleich zu Hmgb 1" eine starkere Gewebsschadigung, einen
hoheren Gewichtsverlust und eine erhohte Genexpression pro-inflammatorischer Gene im
Kolongewebe auf. RNA-Sequenzierungsanalysen deuteten darauf hin, dass die Zellzyklusaktivitat
in epithelialen HMGB1-defizienten Mausen verandert 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 Phanotyp weiter zu
charakterisieren und den HMGB1-abhangigen und zellspezifischen Pathomechanismus der DSS-

Colitis experimentell naher 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 Hmgb 17 (WT) und Hmgb 12'€¢ (KO) M&ausen

hervorgerufen. Dazu wurde den Versuchstieren 1.5 % DSS m/V (36-50kDa) im Trinkwasser fur
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einen Zeitraum von 7 Tagen verabreicht und an Tag 8 wieder auf regulares Trinkwasser umgestellt
(vgl. Abschnitt 2.2.4). Die Verdnderung des Gewichtes diente in diesem Modell als etablierter
Parameter fir den Schweregrad der intestinalen Entzindung. Anhand der Gewichtskurve (vgl.
Abb. 8A) war zu erkennen, dass Wurfgeschwister beider Genotypen aus den unbehandelten
Kontrollgruppen Uuber den Zeitraum an Gewicht zunahmen (+4% bezogen auf das
Ausgangsgewicht). Bis zum Tag vier unterschieden sich die prozentualen Gewichtsveranderungen
beider Genotypen unter DSS-Behandlung nicht signifikant. Ab Tag 5 zeigte sich jedoch, dass
Hmgb 1t Mause einen signifikant hoheren Gewichtsverlust aufwiesen als die Gruppe der
Hmgb 17" Mause (Tag 5: p=0,0074; Tag 6: p=0,005; Tag 7: p= 0,0067). Als ein zusétzlicher Parameter
fur den Schweregrad der intestinalen Entzindung diente im DSS-Modell die Verklrzung des
Kolons. In Abbildung 8 B ist die Kolonlange der verschiedenen Gruppen an Tag 8 nach
Versuchsende dargestellt (Hmgb1" und Hmgb1*t¢ Wasser= 9,2 cm, Hmgb1"= 8,5 cm,
Hmgb 1= 7,7 cm). Die Lange des Kolons bei Hmgb1t Mausen war mit einer gemittelten

Differenz von 1,7 cm signifikant starker verkirzt (p=0,035) als bei den Hmgb 1" M&usen.

Zusatzlich wurde die Proteinkonzentration der Entziindungsmarker Interleukin 1B (IL-1B),
Tumornekrosefaktor a (Tnf-a) 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 Hmgb1"*'und Hmgb 1%¥¢. An Tag 7 nach der DSS-Gabe zeigte sich jedoch ein
signifikanter Anstieg der Proteinkonzentrationen der Entztindungsmarker in der Hmgb 14 Gruppe
im Vergleich zu Hmgb1" (IL-1B: p=<0,041; Tnf-a: 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.

Hmgb 17" (WT) und Hmgb 1%E¢ (KO) M&ause wurden 7 Tage mit 1.5 % DSS m/V im Trinkwasser behandelt, um
eine DSS-induzierte Colitis auszuldsen. Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte Wurfgeschwister beider
Genotypen. A) Gewichtskurve aller getesteter Gruppen Uber 7 Tage; B) gemessene Kolonldngen aller
Versuchsgruppen an Tag 8 nach Versuchsende; C) bis E) Serum-ELISA der proinflammatorischen Marker IL-
1B, Tnf-a 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-Hamatoxylin-Farbung an Paraffinschnitten durchgefiihrt. Hierbei werden
saure Mucine und Glykoproteine tiefblau und Zellkerne rotlich eingefarbt. In den reprasentativen
Aufnahmen der unbehandelten Hmgb1" und Hmgb14t¢ Gewebeproben war die Krypten- und
Zottenstruktur anhand der Kolonquerschnitte eindeutig zu erkennen. Die duBere Mucinschicht
war gleichermaBen 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 aufgelost und das Epithel stark verdickt. Wahrend bei Hmgb 1" noch vereinzelte Krypten
erkennbar waren, waren diese bei Hmgb1*5¢ durch den schwereren Colitis-Verlauf nahezu

aufgelost.
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Abbildung 9: Gewebestruktur der Mukosa nach induzierter DSS-Colitis bei Hmgb 1" und Hmgb 14E¢
Mausen.

Alcianblau-Hamatoxylin-Farbung muriner Kolonquerschnitte unbehandelter und fur 4 oder 7 Tage DSS-
behandelter Hmgb1" und Hmgb125¢ M&use. Reprasentative mikroskopische Aufnahmen. Gepunkteter
Pfeil: Goblet-Zellen und transmembrane Mucinschicht; gerader Pfeil: duBere Mucinschicht. Skalierung: 100
pm.

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

Um zu untersuchen, ob in den epithelialen HMGB1-defizienten Mausen Probleme bei der
Zellproliferation vorliegen, die sich auf eine verdnderte Regeneration des Darmepithels unter
Einfluss von DSS auswirken kdnnen, wurde eine immunhistochemische Ki-67- und BrdU-Farbung
an Kolonquerschnitten von Hmgb1" und Hmgb1~t Mausen durchgefuhrt. Dabei wurde die
Zellproliferation in intestinalen Krypten der Wasser-Kontrollgruppe beider Genotypen mit der an
Tag 4, direkt bevor der phénotypische schwerere Zellschaden bei Hmgb 14 auftrat, nach DSS-
Gabe verglichen (vgl. Abb. 9). Ki-67 und BrdU sind gut untersuchte Marker der Proliferation im
Darm. Wahrend Ki-67 als nukleares Protein in sich teilenden Zellen wahrend des gesamten
mitotischen Prozesses (G1, S, G2, M Phase, nicht in GO) 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 moglich,

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

Epithelzellen die Proliferationskapazitat der intestinalen Mukosa nicht beeinflusst.
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Abbildung 10: Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf Ki-67- und BrdU-positive Zellen intestinaler
Krypten.

In Hmgb 1" und Hmgb 1t wurde durch die Gabe von DSS im Trinkwasser eine Colitis ausgeldst. A) Ki-67
immunhistochemische Farbung an Kolonquerschnitten von Hmgb 17 und Hmgb 14't¢ Wasser Kontrolle vs.
DSS-Tag 4; B) Quantifizierung Ki-67-positiver Zellen je Krypte in Prozent; C) BrdU-immunhistochemische
Farbung an Kolonquerschnitten von Hmgb1" und Hmgb1“t Wasser Kontrolle vs. DSS-Tag 4; D)

Quantifizierung BrdU-positiver Zellen je Krypte in Prozent. Skalierung: A) 100 pm; C) 50 pm. ns= nicht
signifikant
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3.4. Der Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf Apoptose, Proliferation und
Autophagie

Da eine Storung der Proliferation in HMGB1 defizienten Epithelzellen als Ursache flur den
schwereren Colitisverlauf in Hmgb 14t ausgeschlossen werden konnte, wurden im nachsten
Schritt mogliche Storungen 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 Hmgb1” oder Hmgb1~¥¢ 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
haufig miteiner Storung der epithelialen Barriere einher. Im Darm spielen autophagische Prozesse
eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Darmbarriereintegritat und der Regulation des
Immunsystems. Es ist bekannt, dass eine Storung der Autophagie mit der Entstehung chronisch

entzundlicher 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) gefarbt. LC3 ist ein losliches Protein, welches
wahrend der Autophagie von seiner zytosolischen LC3-I Form durch das Lysosom und
Autophagosomen in LC3-1l umgewandelt wird. Durch die Analyse der Konversionsrate von LC3-I
zu LC3-Il kann die Autophagie untersucht werden, da die Menge von LC3-1l mit der Menge der
Autophagosomen korreliert (Mizushima & Yoshimori, 2007; Tanida et al., 2008). Im Westernblot
(vgl. Abb. 11 A) konnte kein signifikanter Unterschied des LCS3-II/LC3-1 Verhaltnisses auf
Proteinebene zwischen den Genotypen in den Wasserkontrollen oder an Tag 7 der DSS-
Behandlung dokumentiert werden. Ein weiterer nuatzlicher Indikator zur Bestimmung der
Autophagie-Aktivitat 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 fir
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 Homodostase im Darm ist die

Apoptose. Eine gestorte Apoptose, wie sie bei CED auftritt, kann zu einer Stoérung des
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Gleichgewichtes zwischen Zellproliferation und Zelltod von Darmepithelzellen und zu Defekten
der intestinalen Barriere fuhren (Blander, 2018; Zhang et al., 2021). Zur Analyse der Apoptose-
Aktivitat 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 fur die Initiierung und Durchfiihrung 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 schlieBlich zur Apoptose fuhrt (Galluzzi et
al.,, 2016). Fur 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 fur 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 hoher lag
als unter DSS-Behandlung (vgl. Abb. 11). Zur Uberpriifung der Westernblot-Daten wurde auf RNA-
Ebene die Expression von Caspase-3 und der Initiator Caspase-9 der gleichen Gruppen und
Genotypen im Kolongewebe Uberpruft. Auch hier zeigten sich keine Unterschiede zwischen den
Genotypen Hmgb1” oder Hmgb1%t¢ (Daten nicht gezeigt). AbschlieBend wurde durch die
Messung des Proliferationsmarkers Proliferating cell nuclear Antigen (PCNA) zudem die
Hypothese aus Abschnitt 3.3 bestatigt, dass die HMGB1-Defizienz keinen Einfluss auf die
Proliferation des Darmepithels hat. Zusammenfassend lieB sich anhand der Daten
schlussfolgern, dass die intestinale epitheliale HMGB1-Defizienz im gezeigten Mausmodell
keinen Einfluss auf die Authophagie- oder Apoptoseaktivitat 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 Hmgb 1" und Hmgb 1t wurden Proteine nach 7 Tagen DSS-Behandlung oder der
Wasser-Kontrollgruppe isoliert und im Westernblot analysiert. A) Farbung der Markerproteine LC3B-I, LC3B-
Il, p62, PCNA, Caspase-3 und cleaved-Caspase-3, a-Tubulin dient als Housekeeper. N=2 je Gruppe; B)
Quantifizierung der Marker-Proteine LC3B-I, LC3B-Il, p62, PCNA, Caspase-3 und cleaved-Caspase-3 mit
Normalisierung auf a-Tubulin, Quantifizierung von LC3I als Verhéaltnis von LC3l zu LC3Il. ns= nicht
signifikant.



3.5. Etablierung einer intestinalen Organoid-Zellkultur mit effektiver HMGB1-Deletion aus
Hmgb 14E¢

Um in vitro zu untersuchen, warum eine epitheliale HMGB1-Defizienz im murinen DSS-Colitis
Modell zu einem schwereren Verlauf fuhrt, wurde eine intestinale 3D-Organoid-Zellkultur
etabliert. Dafur wurden intestinale Stammzellen aus frisch isolierten Krypten von Kolonstticken
unbehandelter Hmgb 17" und Hmgb 1*€¢ Mause 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-spondini kultiviert. Dadurch wuchsen die Zellen schnell
und effizient in spharische 3D-Strukturen und ahneln 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 (Hmgb 77 oder Hmgb 1%t°) zu untersuchen.

Zunéachst wurden intestinale Organoide aus mehreren Hmgb 77 und Hmgb 1€ M&usen isoliert,
expandiert und die Menge an HMGB1 auf Proteinebene via Westernblot bestimmt. In Abbildung
12 C und D wird die effektive HMGB1-Deletion in Hmgb 1€ Organoiden im Vergleich zu Hmgb 7
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 fur intestinale Organoide typischen Fortsatze aus.
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Abbildung 12: Etablierung einer intestinalen 3D-Organoid Zellkultur aus Hmgb 1"fund Hmgb 145¢ Mausen.

Wachstumsverlauf (A) einzelner repréasentativer Organoide aus intestinalen Stammzellen von Hmgb 1" oder
Hmgb1%E¢ Tieren. Mikroskopische Phasenkontrastaufnahmen zeigen ein effizientes Wachstum sowie
Reifung der Organoide Uber 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 Hmgb1t¢ auf Proteinebene; C) Densitometrische Bestimmung der Bandenintensitat
(Mehrfachmessung gesammelter Proben); Skalierung A) und B): 100 pm. ns= nicht signifikant

65



3.6. Die HMGB1-Defizienz intestinaler Organoide aus Hmgb 15¢ 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 Hmgb1” oder
Hmgb 1~ ¢ {iber 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 Hmgb 1784 pm und bei Hmgb 1'% 71,2 um (p= 0,60). Am letzten
gemessenen Zeitpunkt war der mittlere Durchmesser bei Hmgb 17533 um und bei Hmgb 1%'¥¢ 521
pm (p= 0,89). Als ein weiterer Parameter zur Bestimmung des Organoid-Wachstums beider
Genotypen wurde die Expansion der Organoide in einer Region von Interesse Uber 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 /mage) wurde
der Flachenwert des Hintergrundes von der Organoid-Flache abgezogen und mit der Funktion
Analyze Particles gemessen. Auch hier zeigten sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede
zwischen Hmgb 1" oder Hmgb 1€, Die Hmgb1-Defizienz in Hmgb 1%° scheint keinen Einfluss auf

das Wachstumsverhalten sowie der Proliferationskapazitat der Organoide zu haben.

Um die aus Hmgb1™ oder Hmgb1t 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 Hmgb1t° im
Vergleich zu Hmgb 1™ signifikant reduziert (p=0,029) und verdeutlicht auch auf RNA-Ebene die
effektive Deletion von Hmgb1. Der Genotyp der isolierten Organoide stimmt mit den Hmghb 1%

oder Hmgb 1" Spenderméausen Uberein und ist auf das Organoid-Modell Ubertragbar.

Die Selbsterneuerung des Darmepithels wird durch die Proliferation von Stammzellen, die sichin
der Nahe 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 Hmgb 1" oder Hmgb1~°. 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 Hmgb1™ und Hmgb 1~ Organoiden. Weiterhin wurde die Transkription von Olfr78
beider Genotypen verglichen. Olfr78 dient als gut untersuchter Marker enteroendokrine Zellen
und ist als Modulator intestinaler Entziindungsprozesse 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 Vorlauferzellen 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
unabhangig 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 gehdren 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 Stammzellaktivitat- und Funktionalitat, die Expression der gezeigten
Proliferationsmarker sowie auf das Wachstumsmuster intestinaler Organoide aus Hmgb 745 im

Vergleich zu Hmgb 1™ hat.
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Abbildung 13: Charakterisierung von intestinalen Organoiden aus Hmgb1” und Hmgb 14E¢

A)Veranderung des Durchmessers einzelner Organoide beider Genotypen Uber einen Zeitraum von 8 Tagen;
B) Zunahme der bewachsenen Matrigel-Flache einer Region von Interesse Uber einen Zeitraum von 8 Tagen;
C) mRNA-Menge (fold induction) der Gene Hmgb1, Lgr5, Olfm4, Olfr78, Sox9 und Gnai gemessen in
unterschiedlichen, aus Hmgb1"'und Hmgb 14 gewonnenen, intestinalen Organoiden. ns= nicht signifikant
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3.7. Etablierung einer intestinalen Organoid-Zellkultur nach Tamoxifen-induzierter
HMGB1-Deletion in Hmgb 1" UBC cre+

Im nachsten Schritt wurden intestinale Organoide aus Tamoxifen-induzierten Hmgb7-Knockout-
Mausen (Hmgb1”UBC cre+) generiert, um die voranstehenden Organoid-Daten aus Hmgb 1%¥° zu
bestatigen. Die angewendete Tamoxifen-induzierte Deletionsstrategie bei der Hmgb1 "-UBC-
Cre/ERT2 Linie ist in Abschnitt 2.2.3 beschrieben. Als Kontrolle dienten parallelisolierte
Organoide aus Hmgb1*”* UBC cre+ Spendermausen. Analog zu den bereits dargestellten
Versuchen wurde die effektive Deletion von Hmgb1 Uber Westernblots (vgl. Abb. 14B)
nachgewiesen. Intestinale Organoide aus Hmgb1” 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 Fortsatze aus. Das dunkler werdende
Lumen beider Organoid Linien deutet ab Tag 7, wie bei Hmgb 7"* oder Hmgb 1€ 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 Hmgb1”
UBC cre+Mausen.

Hmgb 17 UBC cre+Mause wurden fur die induzierte HMGB1-Deletion mit Tamoxifen behandelt. Aus dem
Darm wurden anschlieBend intestinale Stammzellen gewonnen und fur die Kultur intestinaler Organoide
verwendet. Als Kontrolle dienten intestinale Organoide aus Hmgb1** UBC cre+ Spendertieren. A)
Wachstumsverlauf einzelner reprasentativer Organoide aus intestinalen Stammzellen von Hmgb1** UBC
cre+ und Hmgb1” UBC cre+ Mausen. Mikroskopische Phasenkontrastaufnahmen zeigen ein effizientes
Wachstum sowie Reifung der Organoide Uber 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 Hmgb17UBC cre+ auf Proteinebene; C) Densitometrische
Bestimmung der Bandenintensitat fir beide Genotypen, Mehrfachmessung gesammelter Proteinproben,
Normierung auf Hmgb1** UBC cre+. Skalierung: 100 pm. ns= nicht signifikant
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3.8. Charakterisierung von Hmgb 1**UBC cre+ Organoiden

Um das Wachstum der Organoide in An- oder Abwesenheitvon Hmgb1 zu charakterisieren, wurde
erneutdie Veranderung des Durchmessers Uiber 8 Tage verfolgt (vgl. Abb. 15 A). Hierbei zeigte sich,
dass sich die GroBe 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 um und bei Hmgb1”UBC cre+ 96,2 um (p=0,96).
An Tag 8 haben sich Hmgb1**UBC cre+ Organoide auf durchschnittlich 338 um und Hmgb 1" UBC
cre+ Organoide auf 320 pm vergroBert (p= >0,99). Betrachtet man das Flachenwachstum der
Organoide Uber 4 Tage, so zeigten sich auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Am Tag der Aussaat betrug die mit Organoiden bewachsene Flache Hmgb1**UBC cre+
495,5 pm? und bei Hmgb1” UBC cre+ 557,0 um? (p= 0,9331). In den Tamoxifen-induzierten
HMGB1-Knockout-Organoid-Modell waren keine Einflisse auf das Wachstumsmuster und die

Morphologie im Vergleich zum WT festzustellen.

Im nachsten 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 erhoht war und die Olfm4-Expression im Allgemeinen erhdht war. Zusatzlich
wurde die Expression von Muc2 analysiert, welches als Marker flir 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 Motilitat 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 Hmgb1” 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 Hmgb 1" UBC
cre+Mausen.

A)Veranderung des Durchmessers einzelner Organoide beider Genotypen Uber einen Zeitraum von 8 Tagen;
B) Zunahme der bewachsenen Matrigelflache einer Region von Interesse Uber 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 Hmgb1” 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 Entzlindungsreaktion

In einem n&chsten Schritt wurden intestinale Organoide aus Hmgb 74€¢ und Hmgb 1" in einem in
vitro CED-Modell untersucht, um einen DSS-induzierten Zellschaden herbeizuflihren (Rallabandi
et al., 2020). Dazu wurden die Organoide fur 24 Stunden mit 0,05 % DSS behandelt, um die
Entziindungs- bzw. Verletzungsreaktion mittels Genexpressionsanalyse zu untersuchen. Die
Behandlung mit DSS fuhrte in den geschadigten Organoiden zur Entzindung und einer Zunahme
des Zytokin-Signalings. Die gPCR-Analyse zeigte eine hohere Expression der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-6, Tnf-a und Tgfb (vgl. Abb. 16) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Weiterhin war wahrend der DSS-Gabe das Expressionsniveau inflammatorischer Downstream-
Targets wie Chemokine-Rezeptor-Ligand Cxcl7, reaktive Sauerstoffmarker Nos2, Paneth-
Zellmarker Lysozym (Lyz), Proteom-degradierendes Ubiquitin (UBD) und Signal transducer and
transcription activator (Stat7) im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich erhoht (vgl. Abb.16). Stat?
vermittelt zellulare Reaktionen auf Interferone (IFNs) sowie Zytokine und vermittelt bei HMGB1
die nukleare Translokation ins Cytoplasma (Lu et al., 2014). Jedoch unterschieden sich fur diese
Marker die Expressionslevel nicht zwischen Hmgb 14t oder Hmgb1". Ebenso war die Expression
der an der Wundheilung beteiligten Matrix-Metalloproteasen MMP3 und MMP10 (nicht gezeigt)
durch die Entzindung der behandelten Organoide hoher als in der Vergleichsgruppe. Die
Expression von MMP3 war in Hmgb 1€ signifikant (p= 0,044) erhoht, jedoch nicht die von MMP10.
Die gleiche Genexpressionsanalyse wurde auch fur DSS-behandelte und unbehandelte
Organoide aus Hmgb1** UBC cre+ und Hmgb1” UBC cre+ durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt).
Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Entzindungsreaktion in
Abhangigkeit der HMGB1-Deletion. Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass die
zellulare Grundfunktionalitat und Reaktion auf eine systemische Inflammation in diesen

vereinfachten Darmmodellen unabhangig von der genetischen HMGB1-Defizienz ist.
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Abbildung 16: Einfluss der HMGB1-Deletion intestinaler Organoide auf die DSS-induzierte systemische

Entzundungsreaktion.

Organoide aus Hmgb 1t und Hmgb 1" wurden fiir 24 Stunden mit DSS behandelt und anschlieBend mittels
gPCR-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.
Barriere.

Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf die Permeabilitat der intestinalen

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die epitheliale HMGB1-Deletion einen Einfluss auf die

Permeabilitat der intestinalen Barriere haben konnte und so den schwereren Colitis-Verlauf in

Hmgb 14E€ M&usen erkléaren kann. Da eine geschéadigte Darmbarriere die Folge einer tight junction
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Dysfunktion oder einer Epithelschadigung 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
(Tjip1 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 (Hmgb 1" und Hmgb 14(°) untersucht. Die Claudine-1 bis -
4 gehoren zu der groBen Gruppe der Claudine, die als Transmembranproteine zusammen mit
Occludin entscheidend fur die intestinale Barriereintegritat 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 Tjp7 und die reprasentative Adherens Junction Cdh7 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 Hmgb1”und Hmgb1£¢. 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 Permeabilitdtsmarker im Mausserum der
entsprechenden Versuchsgruppen per ELISA nachgewiesen. Zu den getesteten Serum Markern
gehoren Diaminoxidase (DAO), Intestinal fatty acid binding protein (IFABP) und Zonulin. Alle drei
Proteine gelten als gut untersuchte und validierte Biomarker fur die Beurteilung der Integritat der
Darmbarriere (Zheng et al., 2021). DAO und IFABP sind insbesondere in Darmepithelzellen
vorkommende zytosolische Proteine und werden bei einer Storung oder Schadigung 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 verandern und so
Verbindungen zwischen Epithelzellen lockern kann (Schoultz & Keita, 2020). Erhohte Serum
Zonulin Level gehen daher mit einer durchlassigeren Darmbarriere einher (La Torre et al., 20283;
Tajik et al., 2020). Wie man in Abb. 17 C sieht, stiegen die Serumlevel der Marker DAO, IFABP und
Zonulin bei Hmgb1"'und Hmgb 1~%¢ unter DSS-Behandlung durch die Schadigung 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 Permeabilitat der intestinalen Barriere im
Mausmodell und in Organoiden.

A) und B) In Hmgb 1" und Hmgb 14t wurde durch die Gabe von DSS im Trinkwasser eine Colitis ausgelost.
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 Permeabilitatsmarker
DAO, IFABP und Zonulin in Hmgb 17 und Hmgb 14t Kontrollen und Tag 7 nach DSS-Behandlung. ns = nicht
signifikant.

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Permeabilitdt von Epithelzellen ist der in vitro
Permeabilitds-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
Uberprifung der effektiven HMGB1-Deletion tiber Westernblots (vgl. Abb. 18 A-B) wurden MC38-
HMGB1 +/+ (Wt) und MC38-HMGB1 -/- (KO) Zellen in Transwell-Einsatzen kultiviert und nach
Erreichen der Konfluenz Uber einen Zeitraum von 6 Stunden mit FITC-Dextran behandelt, um
anschlieBend die Menge des diffundierten FITC-Dextrans photometrisch zu bestimmen. In
diesem Versuch wurde die Permeabilitdt 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 Viabilitat
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 madgliche, durch die eingebrachten Vektor Konstrukte ausgelOste, Verdnderungen der
zelluldren Grundfunktionen ausgeschlossen werden. Im Permeabilitdts-Assay in Abbildung 18
lieB sich an keinem der gemessenen Zeitpunkte Unterschiede in der FITC-Dextran abhangigen
Permeabilitdtsrate messen. Damit ist ein Einfluss des epithelialen HMGB1 auf die Integritat der
intestinalen Darmbarriere unwahrscheinlich, da weder in mRNA- und Serumlevel noch im in vitro
Permeabilitats-Assay signifikante Unterschiede der entsprechenden Marker nachgewiesen

werden konnten.
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Abbildung 18: Permeabilitdt von HMGB1 +/+ und MC38 HMGB1 -/- Zellen fur 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 Bandenintensitat. C) MC38-HMGB1 +/+ (Nullvektor) MC38-HMGB1 -/- (KO) und MC38-WT-
Zellen (ohne CRISPR-Cas9-Vektor) wurden in einem Transwell-Assay auf die Permeabilitat von FITC-
Dextran (FD4) untersucht. Als Kontrolle dienten wildtypische MC38-Zellen. ns= nicht signifikant

3.11.  Der Einfluss von intrazellularem 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 zellulare und molekulare Mechanismen wie Zellmigration, Proliferation und
Entziindungsregulation koordiniert (Chelakkot et al., 2018). Ein intakter Wundheilungsprozess ist
entscheidend fur die Wiederherstellung der Permeabilitdt und die Darmhomdostase. Eine
gestorte Wundheilung kann die Darmbarriere beeintrachtigen und Entzindungen im Darm
verstarken (Horowitz et al., 2023; Sommer et al., 2021). Um zu untersuchen, ob der Phanotyp statt
auf Storungen der intestinalen Permeabilitat eher auf eine gestorte Wundheilung der Mukosa in
HMGB1-defizienten Epithelzellen zuridckzufuhren ist, wurde dies im Folgenden Uber einen

Scratch-Assay uberpruft (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 intrazellularem HMGB1 untersucht. In letzterem
Versuchsaufbau wurden die MC38-Zellen mit dem DNA-Synthese-Inhibitor Cytosin-B-D-
arabinofuranosid-Hydrochlorid im Kulturmedium behandelt, um die Zellmigration als Teil des
Wundheilungsprozesses isoliert betrachten zu kénnen. Die Konfluenz betrug nach 24 Stunden fur
die Migration 69% bzw. 71,7 % (p=0,82) und fur die Proliferation 82,0% bzw. 75,6% (p=0,35)
zwischen HMGB1 +/+ und HMGB1 -/- MC38-Zellen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Wundheilung
langsamer verlauft, wenn die DNA-Replikation gehemmt wird. Es gibt jedoch keinen Unterschied
in der Wundheilungskapazitat zwischen HMGB1-positiven (HMGB1 +/+) und HMGB1-negativen
(HMGB1 -/-) MC38-Zellen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass intrazellulares HMGB1 keinen
Einfluss auf die Wundheilungskapazitat in Bezug auf die Zellmigration und Proliferation in diesem

in vitro Modell hat.
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Abbildung 19: Der Einfluss von intrazellularem 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 Uber 24 Stunden
auf ihre Wundheilungskapazitat untersucht. A) Reprasentativer Scratch-Assay mit MC38-HMGB1 +/+ und
MC38-HMGB1 -/- Zellen mit DNA-Replikations-Inhibitor, um die Migration der Zellen zu untersuchen; B)
Reprasentativer 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 unabhéangigen Versuchen. Skalierung: 100 um. ns= nicht signifikant
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3.12. Epitheliales HMGB1 beeinflusst das extrazellulare Matrix-Remodelling

Im Rahmen dieser Arbeit und vorangegangenen Publikationen (Folsch, 2021) wurde gezeigt, dass
eine HMGB1-Defizienz in intestinalen Epithelzellen zu einem schwereren Krankheitsverlauf
wahrend der DSS-induzierten murinen Colitis fuhrt. Frihere RNA-Expressionsanalysen in
Darmgewebe von Hmgb 145 und Hmgb 1" deuteten auf eine Veranderung der Zell-Zyklusaktivitat
bei Abwesenheit von epithelialen HMGB1 hin. Diese Hypothese konnte durch
immunhistochemische Farbungen der Proliferationsmarker BrdU und Ki-67, des Nachweises von
PCNA sowie der Beobachtung des Wachstums in Abhangigkeit von intrazelluldarem HMGB1 nicht
bestatigt werden. DSS-induzierte Organoid-Verletzungen in vitro fuhrten zu einer vergleichbaren
Induktion von Genen, die an Entzindungen beteiligt sind (IL-6, Nos2, Tnf-a), Lysozym-Z-
Produktion (Lyz) und tight junction-Bildung (Cldn1, Tjp1) welches auf eine unveranderte
Grundfunktionalitat und Reaktionsfahigkeit in Abwesenheit von intrazellularem HMGB1 in diesen
vereinfachten Modellsystemen hinweist. Allerdings konnte im Modell der murinen Colitis-
assoziierten Karzinogenese CAC gezeigt werden, dass HMGB1 aus myeloiden Zellen einen
verstarkten Einfluss auf die Tumorgenese im chronisch-entzindeten Darm hat (Foelsch et al.,
2024).

Um diese Hypothese zu prufen, wurden Epithelzellen und myeloide Immunzellen nach 4 Tagen
DSS-Behandlung separat auf RNA-Ebene sequenziert. Dazu wurden aus Hmgb 1" und Hmgb 14£¢
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
Hmgb14€¢ und Hmgb 1" 3239 DEGs identifiziert, wovon 357 in Hmgb1%£¢ hoch- und 2882 DEGs
herunterreguliert waren (vgl. Abb. 20A). Die Heatmap-Analyse in Abbildung 20 B zeigt eine
deutliche Gruppierung der getesteten Mause nach Genotyp. Die over representation Analysis
(ORA) ergab eine signifikante Anreicherung von Pathways, welche mit der extrazellularen Matrix
Biologie und deren Organisation sowie der Zelladhasion und Zell-Zell-Kkommunikation 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 durchgefuhrt. Hier ergab die Analyse der Sequenzierungsdaten 49 DEGs, von denen
15 in Hmgb14€° 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, ahnlich wie unter DSS-Einfluss, eine

Uberreprasentation von Pathways in Epithelzellen in Zusammenhang mit dem extrazelluldren
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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
extrazelluldren Matrix-Remodellings wéahrend des Verlaufs und der Wundheilung von

entzundlichen Darmerkrankungen.

Die Analyse der Genexpression in myeloiden Zellen aus Hmgb1” und Hmgb14t° nach einer
viertagigen DSS-Behandlung lieferte 31 DEGs, von denen 30 Gene in Hmgb 14%¢ herunterreguliert
waren (vgl. Abb. 22 A). Dies spiegelte sich in der ORA (vgl. Abb. 22 C) in einer unterschiedlichen
Reprasentation von Pathway ,immune system process“ wider. In Abbildung 22 B ist die

geclusterte Heatmap der sequenzierten myeloiden Samples nach Genotyp dargestellt.
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Abbildung 20: Effekt der epithelialen HMGB1-Deletion in Epithelzellen auf die Genexpression der frihen
Phase in der murinen DSS-induzierten Colitis.

Darmepithelzellen wurden nach 4 Tagen DSS-Behandlung aus Hmgb 17 und Hmgb 1€ isoliert. Nach RNA-
Isolierung wurden die Proben sequenziert. A) Volcano-Plot, griine Punkte = DEG, graue Punkte = detected
Gene; B) Geclusterte Heatmaps mit n=3; C) Over representation enrichment analysis (ORA) der Hmgb 1"
und Hmgb1%t¢ 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 Hmgb1" und Hmgb12E¢ isoliert und die RNA sequenziert. A) Volcano Plot,
grine Punkte = DEG, graue Punkte = detected Gene; B) Geclusterte Heatmap mit n = 3; C) Over
representation enrichment analysis (ORA) der Hmgb 1" und Hmgb1t¢ Proben mit n = 3. FDR = false
discovery rate, FDR <0,05 = signifikant, DEG = differentially expressed gene.
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Abbildung 22: Effekt der myeloiden HMGB1-Deletion auf die Genexpression der frihen Phase in der
murinen DSS-induzierten Colitis.

Myeloide Zellen wurden nach 4 Tagen DSS-Behandlung aus Hmgb 1" und Hmgb 12 isoliert. Nach RNA-
Isolierung wurden die Proben sequenziert. A) Volcano Plot, griine Punkte = DEG, graue Punkte = detected
Gene; B) Geclusterte Heatmap; C) Over representation enrichment analysis (ORA) der Hmgb 1" und
Hmgb 1€ Proben mit n[Hmgb1""] = 3 und n [Hmgb1%E°] = 4. FDR = false discovery rate, FDR <0,05 =
signifikant, DEG = differentially expressed gene.

Im Anschluss wurden weitere Untersuchungen durchgefuhrt, um die aus den
Sequenzierungsdaten gewonnenen Erkenntnisse in Bezug auf die Anreicherungen von
Signalwegen, die mit der extrazellularen Matrixbiologie und der Zelladhasion zusammenhangen,
nachzugehen. Dafur wurden mittels gPCR relevante pro-fibrogene Gene analysiert sowie Sirius-
Rot-Farbungen durchgefuhrt (vgl. Abb. 23: Diese Daten wurden freundlicherweise von PD Dr.
Hubener und Dr. Pelczar zur Verfugung gestellt). Die gPCR Analysen der Fibrose assoziierten Gene
Kollagen (Col7a1), Metallopeptidase Inhibitor 1 (TIMP1), Alpha-Aktin-2 (Acta2), Fibronectin 1
(Fn1) und Matrixmetalloprotease 9 (MMP9) ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen
Hmgb 1" und Hmgb1%°. Zur histologischen Farbung von Kollagen wurden weiterhin Sirius-Rot-
Farbungen von Kolongewebe unbehandelter Hmgb1” und Hmgb 1% M&use, DSS-behandelter

Mause sowie von Gewebeaus chronischen (AOM/DSS) sowie Karzinogenese-Modellen (Apc*™n)
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durchgefuhrt (Abb. 23 C). Nach einer verblindeten semiquantitativen Auswertung (Abb. 23 B) der
Sirius-Rot-Positivitat konnten keine Unterschiede in der Kollagenablagerung zwischen den
Genotypen festgestellt und keine Anomalien bei der Kollagenakkumulation oder
verletzungsabhangigen Genexpression festgestellt werden. Dies deutet auf eine HMGB1-
vermittelte Modulation der extrazelluldren Matrix Biologie auBerhalb der reinen Akkumulation

ihrer Komponenten hin.
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Abbildung 23: Auswirkung der epithelialen HMGB1-Deletion auf die Kollagenakkumulation und
Genexpression pro-fibrogener Schlissel-Gene

A) gPCR Analyse relevanter Fibrose-assoziierter Gene in nicht-tumorésem und tumorésem Kolongewebe
von Apc*™n Hmgb1" und Apc*”™" Hmgb1%fC¢ -Mausen. B) Erhobene Fibrose-Scores von Sirius-rot-
gefarbtem Kolongewebe der angegebenen Mausmodelle verschiedener intestinaler Verletzungen aus
Hmgb1” und Hmgb1%£¢. C) Reprasentative Sirius-Rot-Farbungen aus Hmgb1” und Hmgb1%¢ und den
angegebenen Mausmodellen. Skalierung: 100 pm. ns= statistisch nicht signifikant
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3.13. Extrazellulares HMGB1 besitzt eine Signaling-Funktion im Kontext der Colitis

Posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierungen sind wichtig flr die Regulation
verschiedener Prozesse wie der intrazellularen Signalubertragung, 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 extrazellularem HMGB1
untersucht, um nochmals zu uberprufen, ob freigesetztes HMGB1 eine Signalwirkung auf
umgebende Zellen hat. Wildtypische MC38-Zellen wurden dafiir 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
verdnderte 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. Fir 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
Signalubertragungsfunktion flur extrazellulares HMGB1 bei der Umprogrammierung von

Epithelzellen auf umgebende Zellen wahrend eines Gewebeschadens im Kontext einer Colitis hin.
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Abbildung 24: Einfluss von extrazellularem 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  Antikdrper-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
Signalmolekule aus (A); D) Entsprechende Densitometrie aus (A) bzw. (C). Eine Statistische Analyse entfallt,
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 Integritat und
Funktion des Darms. Es dient als physische Barriere zwischen dem Luminalinhalt und dem
darunter liegenden Gewebe und ist gleichzeitig an der Nahrstoffaufnahme und der
Immunreaktion beteiligt (Picchianti-Diamanti et al., 2018). DAMPs und PAMPS treffen hier
aufeinander. Eine effiziente Wundheilung und Induktion von Entzindungsreaktionen bei
Storungen der Homoostase bzw. einer Gewebsschadigung der intestinalen Barriere sind fur den
Organismus unerlasslich. Diese Reaktionen mussen strikt reguliert werden, da langanhaltende
Entzindungen und chronische Gewebsschadigungen des Darmes mit einem erhdhten
Krebsrisiko assoziiert sind (Terzic et al.,, 2010). HMGB1 ist ein wichtiges Molekll, das an
Entzindungsreaktionen beteiligt ist, die wahrend einer Schadigung oder Entzindung 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 Ahnlichkeiten
wie epithelialer Schadigungen, Veranderung der Darmpermeabilitat und dem Ablauf
entzundlicher Prozesse aufweist (Eichele & Kharbanda, 2017). Wie wir und andere
Arbeitsgruppen zeigen konnten, weisen Hmgb1~5¢im Vergleich zu Hmgb 17" M&ausen nach einer
DSS-Behandlung einen deutlich verschlimmerten Krankheitsphanotyp nach DSS-Behandlung auf
(Foelsch et al., 2024; Zhu et al., 2015). Dieser auBert sich ab Tag 4 der DSS-Colitis u.a. in hoheren
endoskopischen Colitis Scores, einem starkeren Gewichtsverlust und héheren Konzentrationen
entzundlicher 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, Kolonlange und endoskopischen Score gezeigt wurde.
Zudem konnten keine Unterschiede in der Entwicklung von entzindlichem Darmkrebs im
AOM/DSS-Modell bei Hmgb 1€ festgestellt werden, obwohl die epitheliale HMGB1-Deletion im
Modell der akuten DSS-Kolitis starke Auswirkungen hat (Folsch, 2021). Die Grunde hierfur
konnten in einer verstarkten entzindlichen und antitumoralen Reaktion in Abwesenheit von
epithelialem HMGB1 liegen, welche ein dysplastisches Potential kompensieren konnten. Die
genauen Mechanismen mussen noch genauer erdrtert werden. Aufgrund der starken
kontextabhangigen 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 Funktionalitat der
Epithelzellen

Die Proliferationsfahigkeit von Epithelzellen der intestinalen Barriere ist nicht nur im
Normalzustand, sondern auch wahrend entzindlicher Prozesse von entscheidender Bedeutung.
Im steady state bewirkt eine stetige Proliferation der intestinalen Krypten im Darm die Integritat
der intestinalen Barriere. Wahrend einer Entzindung ist neben der kontinuierlichen Regeneration
auch die Reparatur geschéadigter Epithelien wichtig. Wahrend entzindlicher Darmerkrankungen
werden Epithelzellen verstarkt aktiviert, um geschadigtes Gewebe zu regenerieren (Martini et al.,
2017). Aus fruheren RNA Sequenzierungs-Analysen von Kolongesamtgewebe von Tag 4 der DSS-
Gabe existierten Hinweise auf eine unterschiedlich regulierte Zellzyklusaktivitat in Hmgb14°,
Mehrere Zellzyklus assoziierte Gene waren durch die epitheliale HMGB1-Deletion starker

herunterreguliert, als bei der Kontrollgruppe (Folsch, 2021).

In dieser Arbeit wurde daher die Proliferation der intestinalen Krypten mittels Ki-67 und BrdU
Farbungen analysiert. Wahrend Ki-67 als nukledres Protein in sich teilenden Zellen wahrend 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. Fir keinen der
beiden Proliferationsmarker konnte ein Unterschied zwischen Hmgb1” und Hmgb14t¢ 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 veranderte
Zellzyklusaktivitat gefunden werden, wie sie aus der Analyse des Kolongesamtgewebes registriert
wurden. Dies kdnnte zum einen an der Heterogenitat des Kolongesamtgewebes liegen, welches
neben Epithelzellen z.B. auch Immunzellen, Fibroblasten, intestinale Stammzellen oder
Gobletzellen beinhaltet. Die erhdhte Zellzyklusaktivitat kdnnte daher von nicht-epithelialen
Zellen verursacht sein. Weiterhin kdnnten im Kolongesamtgewebe verschiedene Zelltypen
vermehrt reprasentiert sein und zelltyp-spezifische Unterschiede der Zellzyklusregulation
aufweisen oder sich beeinflussen. Vielmehr wurden mehrere Gene und zugehorige Pathways
identifiziert, welche mit der extrazellularen Matrix Komposition in Zusammenhang stehen. Auf
diese Daten wird in Abschnitt 4.6 weiter eingegangen. Weiterhin wurden aus Hmgb1” und
Hmgb1%E¢ sowie aus Hmgb1** UBC cre+ und Hmgb1” UBC cre+ Mé&usen isolierte intestinale
Organoide auf ihre Proliferationskapazitat und ihr Wachstumsverhalten in einer 3D-Kultur
untersucht. Auch hier ergaben sich keine funktionellen Unterscheide in An- oder Abwesenheitvon

intrazellularem HMGB1. Die zusatzliche 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
Zellzyklusaktivitat beeinflusst, nicht bestatigt werden. Die Daten legen vielmehr nahe, dass
epitheliales HMGB1 Auswirkungen auf das Darmepithel hat, die Uber die bloBe Proliferation
hinausgehen, sodass dem Phanotyp andere Mechanismen zu Grunde liegen mussen. Diese

werden hier im weiteren Verlauf diskutiert.

Neben der Proliferation spielen auch die Autophagie und Apoptose eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der intestinalen Homoostase. In ihrer Publikation von 2015 berichten Zhu und
Kollegen, dass die epitheliale HMGB1-Deletion im murinen DSS-Modell zu Veranderungen der
Mechanismen von Apoptose und Autophagie fuhrt (Zhu et al., 2015). Diese Beobachtung konnte
unsere Arbeitsgruppe bereits in der Vergangenheit weder durch TUNEL-Farbungen,
Genexpressionsanalysen, Westernblot-Analysen oder durch Sequenzierungsanalysen von
Kolongesamtgewebe an Tag 4 nach DSS-Gabe beim Vergleich beider Genotypen bestatigen
(Folsch, 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. Intrazellulares HMGB1 hat keinen Einfluss auf die Entztindungsreaktion von
intestinalen Organoiden

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus zwei unterschiedlichen genetischen HMGB1 Knockout
Mauslinien intestinale Organoide isoliert. Zum einen aus Hmgb1” und Hmgb14t¢ und zum
anderen aus der Tamoxifen induzierbaren Hmgb1** UBC cre+ und Hmgb 1" UBC cre+ Mauslinie.
In beiden Fallen lieB sich die genetische HMGB1-Deletion auf das Organoid-System Ubertragen.
Der in Hmgb 14%€ in vivo beobachtete Phanotyp einer schwereren DSS-induzierten Colitis lieB 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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Funktionalitat des Darms beitragen (Fair et al., 2018). Das kdnnte in diesem Zusammenhang zu
einer unvollstdndigen Analyse der zu Grunde liegenden krankheitsspezifischen Mechanismen
fuhren. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, eignet sich das Organoid-Modell gut, um akute
Entzindungen in einem reduzierten Modell abzubilden. Allerdings ist die experimentelle
Untersuchung chronischer Entziindungen 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 fir die hier
diskutierte Fragestellung entscheidend ist. Eine weitere Limitation ist der Zugang der luminalen
Oberflache der Organoide. Da sie 3D-Strukturen bilden, kann diese Seite nur experimentell
zuganglich 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 konnen zudem je nach Spender unterschiedliche Eigenschaften
aufweisen. Wahrend dies auf der einen Seite ein Vorteil ist, da z.B. individuelle Unterschiede
sichtbar werden, erschwert diese Variabilitdt 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, einschlieBlich 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 kdnnte man in
zukunftigen 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 fur die Untersuchung
personalisierter Therapien und individuellen Wechselwirkungen ware 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 kénnte, um CED zu entwickeln (Fava & Danese, 2011; Martini et
al., 2017; Odenwald & Turner, 2013). So werden selbst Patienten mit inaktiver CED durch eine
erhohte parazellulare Permeabilitat des Darms charakterisiert. Weiterhin weisen bis zu 40 % der
erstgradigen Verwandten von Patienten mit Morbus Crohn eine veranderte Permeabilitat des
Dunndarms auf (Fries et al., 2005; Russell & Satsangi, 2004). Auch Tierstudien zeigen, dass ein
Barriere-Defekt der intestinalen Entzundung in vivo vorausgehen kann. Beispielsweise zeigten
IL10-/- Mause im Alter von 2 Wochen eine Zunahme der Permeabilitdt im Kolon, bevor eine

spontane altersbedingte intestinale Entzindung einsetzte (Madsen et al., 1999).

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass DAMPs, insbesondere HMGB1, die epitheliale
Barrierefunktion durch Erhohung der Permeabilitat beeinflussen kann (Boyapati et al., 2016).
Sappington und Kollegen haben gezeigt, dass HMGB1 die Permeabilitat von Caco-2-
Zellmonolayern, einem weit verbreiteten Zellmodell der intestinalen Barriere, fur fluoreszierend
markiertes Dextran (FD4) in einer zeit- und dosisabhangigen Weise erhoht (Sappington et al.,
2002). In Ubereinstimmung damit fiihrt HMGB1 in 2.5-D Zellkulturen von Caco-2 Zellen zu einer
epithelialen Hyperpermeabilitat (Kojima et al., 2022; Miyakawa et al., 2020). In dieser Arbeit
wurde die HMGB1-abhangige Permeabilitadt mit FD4 in einem Transwell-Assay anhand CRISPR-
Cas9induzierten HMGB1-KO und WT-MC38-Zellen untersucht. Hier zeigte intrazellulares HMGB1
keinen Einfluss auf die Permeabilitat. Anders als bei Madsen et. al. entwickeln alternde
unbehandelte Hmgb 7% 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 Darmpermeabilitat in diesem genetischen Mausmodell vorliegt. Um diese Daten
zu vervollstandigen und die intestinade Permeabilitat unter DSS-Einfluss zu untersuchen, kénnte
man den Transwell Assay in Zukunft mit der Messung der transendothelial electrical resistance
(TEER) vervollstandigen. Die TEER-Methode ist eine weit verbreitete quantitative Technik zur
Messung der tight junction Integritat in epithelialen Zellmonolayern. TEER-Daten geben
Aufschluss auf den Einfluss von Medikamenten oder Chemikalien wie DSS auf die
Barriereintegritdt und beruhen auf der Messung des ohmschen Widerstandes (Srinivasan et al.,
2015). Zur Untersuchung der Permeabilitat von Hmgb 1" vs. Hmgb14¢ 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 Permeabilitatsmarker Zonulin, Intestinal Fatty Acid Binding
Protein (IFABP) und Diaminoxidase (DAO) in Hmgb1” und Hmgb1%£¢ unter Normalbedingungen
und nach 7 Tagen DSS-Colitis gemessen. Zonulin ist ein Protein, welches die Permeabilitat der
Darmwand reguliert. Erhéhte Zonulinspiegel im Serum bei CED-Patienten weisen auf eine
erhohte Darmpermeabilitat, auch leaky gut -Syndrom bezeichnet, hin (Caviglia et al., 2019). IFABP
dagegen fungiert im Darm bei der Aufnahme und dem Transport von Fettsguren im Darm und wird
von Epithelzellen exprimiert. Bei Schadigungen des Darmepithels, wird IFABP in den Blutkreislauf
freigesetzt und kann auf eine Schadigung der Epithelzellen und aktiver Entzindungsherde im
Darm hinweisen (Levy et al., 2009; Zheng et al., 2021). DAO ist ein Enzym, welches im Darm fur
den Abbau von Histamin aus der Nahrung sorgt. Es wird von Epithelzellen synthetisiert und wird
ebenfalls von geschadigten Zellen in den Blutkreislauf sezerniert, was zu steigenden DAO-
Konzentrationen fuhrt (Cai et al., 2019; Dvornikova et al., 2023). Die Serumlevel der Marker DAO,
IFABP und Zonulin bei Hmgb 17 und Hmgb1%E° unter DSS-Behandlung aufgrund der Schadigung
des Epithels im Vergleich zur Wasserkontrolle an. Allerdings unterschieden sich die gemessenen
Proteinkonzentrationen nicht signifikant zwischen den Genotypen. Dies bestatigt die
Erkenntnisse aus dem in vitro FD4 Assay, sodass der Einfluss einer epithelialen HMGB1-Deletion

auf die Permeabilitat in diesem Mausmodell nicht bestatigt werden kann.

Dieintestinale Barrierefunktion hangt nicht nur von einer koordinierten Proliferation und Apoptose
abhangig, sondern auch von tight und adherens junctions, die die Permeabilitat regulieren. Tight
junctions bilden eine Abdichtung zwischen benachbarten Epithelzellen und begrenzen den
parazellularen Transport von Molekllen, lonen und Wasser, indem sie Zellzwischenraume
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 Stabilitat und erleichtern
die Zell-Zell-Adhasion 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 Abhangigkeit 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 extrazellularen Matrix bei
Entziindungsprozessen

Die statistische Auswertung der Sequenzierungsdaten von HMGB1 defizienten Epithelzellen im
frdhen Stadium der Colitis ergab eine signifikante Anreicherung von Pathways, welche mit der
Organisation und Struktur der extrazelluldren Matrix in Verbindung stehen (Abschnitt 3.12).
Zudem wurden auch unter Normalbedingungen Pathways angereichert, welche der
extrazellularen Region und Zell-Zell-Kommunikation zugeordnet werden. Flur diese Pathways
wurden dann die zugehdrigen Transkriptionsfaktoren identifiziert. Hieraus geht hervor, dass die
Transkriptionsfaktoren Egr1, Nfkb1 und Jun unter DSS-Behandlung in Hmgb1%£¢ (iberexprimiert
sind. EGR1 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher hauptsachlich Zielgene der extrazellularen Matrix
oder ihrer Modulation wie Kollagen oder Fibronectin positiv reguliert. EGR1 ist an der Entwicklung,
der Homoostase und den Heilungsprozessen von Geweben beteiligt. Darlber hinaus ist EGR
haufig an der abnormalen Produktion von extrazelluldrer Matrix bei fibrotischen Zustadnden

beteiligt (Alexander et al., 2002; Havis & Duprez, 2020).

Um die Frage nach moglichen Unterschieden im Aufbau der extrazellularen Matrix zu
adressieren, wurde eine Sirius-Rot-Farbung an Kolon Querschnitten von Hmgb 17 und Hmgb 14€¢
unter steady state und nach 7 Tagen DSS-Behandlung durchgefuhrt (vgl. Abb. 23). Es konnte hier
keine Abweichung in der Ansammlung von Kollagenstrukturen detektiert werden. Ferner wurde
per gPCR-Analyse der gleichen Kohorten einiger Fibrose-assoziierter Gene wie Acta2, Fibronectin
1 oder Col71al untersucht, diese ergab ebenfalls keine signifikanten Abweichungen der
Expressionsniveaus. Dies deutet darauf hin, dass ein HMGB1 abhangiges Matrix Remodelling
vorliegt, welches uber die bloBe Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix hinausgeht.
Gestutzt wird diese These durch die Tatsache, dass ebenfalls keine Unterschiede in der gPCR
Analyse verschiedener Muzine , welche fuir den Aufbau des Mucus entscheidend sind, oder durch
die Visualisierung der extrazellularen Matrix durch die Alcianblau-HE Farbung festgestellt wurden

(Félsch, 2021) (vgl. Abschnitt 3.2).

Chronische Entziindungen im Darm koénnen bei CEDs zu Gewebeschadigungen und
Remodellierung des Gewebes fliihren, die schlieBlich in Fibrose minden. Durch fortschreitende
fibrotische Prozesse wird das Gewebe zunehmen steifer und weniger funktional, was zu
Komplikationen wie Darmverengungen und Organfunktionsstérungen fiihren kann. Bei der
Fibrose spielen Epithelzellen eine wichtige Rolle. Indem sie Zytokine und Wachstumsfaktoren
ausschutten, aktivieren sie Fibroblasten und fordern die Bildung der extrazellularen 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 Ubergangsphase auf. Epitheliale Zellen verlieren
wahrend der EMT ihre Zell-Zell-Adhasion und entwickeln eine verstarkte Migrations- und
Invasionskapazitdt. Wahrend 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 extrazellularer
Matrix- sowie Kollagen-Produktion. Lee et al. stellten in einer Studie fest, dass extrazellulares
HMGB1 uber das Signaling via TLRs und RAGE die Proliferation menschlicher Hautfibroblasten
anregte und als profibrogen wirksames Molekil 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 extrazelluldaren Matrix durch eine
gesteigerte Kollagen Produktion uber den RAGE, p38, JNK und AP-1 Signalweg fordert (Lee et al.,
2021). Diese Beobachtungen konnten im murinen DSS-Modell nicht bestatigt werden, da weder
auf gPCR Ebene, noch durch Sirius rot bzw. Alcianblau-HE Farbungen Hinweise auf HMGB1-
abhangige Effekte auf eine Fibrose identifiziert werden konnten. Dies unterstreicht die
kontextabhangige Funktion von HMGB1. In einem nachsten Schritt die HMGB1 abhangige
Wundheilung Uber einen Scratch Assay in vitro untersucht. Es konnte hier kein Unterschied in der
Wundheilungskapazitat zwischen HMGB1-positiven (HMGB1 +/+) und HMGB1-negativen
(HMGB1 -/-) MC38-Zellen dokumentiert werden, sodass intrazellulares 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 Fahigkeit zur Wundheilung nach der Aktivierung des RAGE-Rezeptors durch hinzugefugtes,
extrazelluldres HMGB1 im Zellkulturmedium. Auch sie konnten keinen Einfluss von HMGB1 und

seinen oxidierten, reduzierten oder disulfid Isoformen auf die Wundheilung nachweisen.

Maoglicherweise 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. Zuklnftig ware es daher sinnvoll, die
Wundheilungsprozesse der Tiere nach einer DSS-Colitis genauer zu untersuchen. Dies kénnte
Hinweise auf mogliche HMGB1-abhangige Unterschiede beim Umbau der extrazellularen Matrix
bzw. der Kollagenproduktion und Fibrose-Verlaufen nach einer Regenerationsphase liefern. Da
Epithelzellen maBgeblich an fibrotischen Prozessen sowie der epithelialen mesenchymalen
Transition beteiligt sind, ware dies denkbar. Insbesondere die Untersuchung von Zell-Zell-

Verbindungen abheilender Lasionen ware hier von Interesse.
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4.6. Extrazellulares HMGB1 besitzt eine Signaling Funktion auf Epithelzellen und myeloide
Zellen

Die Behandlung von wildtypischen MC38-Zellen mit reduziertem oder disulfid HMGB1 fuhrte zu
einer moderaten Erhéhung 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 intrazellularer Signalweg, der z.B. in verschiedenen Krebsarten
Uberexprimiert ist und die Proliferation, Migration und das Uberleben von Tumorzellen steuert.
HMGB1 ist ein wichtiger Regulator des PI3K/AKT Sighalwegs in verschiedenen Zellen
einschlieBlich 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-entzundlichen CAC-Modell wurde gezeigt, dass HMGB1 Uber das ERK1/2 -
Signaling die Proliferation in Kolon Krebs Zellen beeinflusst (Tan et al., 2020). In einer weiteren
Studie induziert extrazelluldares HMGB1 wahrend der Angiogenese als ein Teil der Wundheilungin
endothelialen Progenitorzellen die Zellmigration Uber RAGE vermitteltes PISK/AKT/eNos Signaling
(Zhangetal., 2019).

Die epitheliale HMGB1-Deletion fuhrte zusatzlich zu einer stark abweichenden
Reprogrammierung von Epithelzellen und in einem geringeren Ausmal zu einer transkriptionellen
Veranderung der myeloiden Zellen in Hmgb1%%¢ nach 4 Tagen DSS-Behandlung (vgl. Abschnitt
3.12). Diese Beobachtungen legen nahe, dass in Hmgb714° ein verandertes Signaling an
Epithelzellen und myeloide Zellen vorliegt. Dies kdnnte entweder eine Veranderung der
Signaltransduktion durch fehlendes intrazellulares HMGB1 (bei Hmgb 14£€), Giber extrazellulares
HMGB1 oder einer Kombination beider Prozesse bedeuten. Die Sequenzierungsdaten aus
Hmgb1#E¢ deuten auf eine Umprogrammierung der Epithelzellen hin, die durch Veranderungen
der Signalwege im Zusammenhang mit dem Umbau der extrazelluldaren Matrix oder ihrer
Organisation in Zusammenhang stehen und sich in einer veranderten Wundheilung oder einer
veranderten Zell-Zell-Verbindung bei der Heilung der Lasionen ausdricken konnten. Die gleichen
Tendenzen zeigten sich beim Sequenzieren groBengleicher Darmtumore aus Apc*™" Hmgb 1"
und Apc”’™" Hmgb 1%, in denen eine HMGB1-Deletion erneut mit der Umstrukturierung der
extrazelluldren Matrix und Zell-Zell-Ubertragungen als potenziellem Wirkmechanismus von
HMGB1 in Verbindung gebracht wurde, wahren der Aufbau der extrazellularen Matrix weitgehend

unverandert blieb.
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In Ergdnzung zu den in Abschnitt 4.5 vorgeschlagenen Experimenten zur Untersuchung der
extrazellularen Matrix, der Kollagenproduktion und Wundheilung wére es daher in Zukunft von
Bedeutung, weitere Signalwege und downstream targets zu analysieren, um ein vollstandigeres
Bild des Pathomechanismus zu erhalten. Der in dieser Arbeit verwendete Proteom Profiler
detektiert 37 Proteinkinasen. Im menschlichen Genom sind jedoch Uber 500 Kinasen
beschrieben (Anderson et al., 2023; Caenepeel et al., 2004). Die Daten sind an dieser Stelle
entsprechend technisch limitiert und mussten durch weiterfUhrende 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 Hmgb 14E¢
zeigt. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass HMGB1 eine entscheidende Rolle bei
der Signalubertragung und Reprogrammierung von Epithelzellen und myeloiden Immunzellen als
Reaktion auf Verletzungen und Entzindungen im Gastrointestinaltrakt spielt. Weitere
Forschungsarbeiten sind notwendig, um die spezifischen molekularen Mechanismen
aufzuklaren, durch die extrazellulares HMGB1 das Verhalten von Epithelzellen und myeloiden
Zellen im entziindeten 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. Zuklnftig sollten
weitere Untersuchungen zu den Effekten von HMGB1 und seinen Isoformen an der Darmbarriere
durchgefuhrt werden, um Ansatze HMGB1-gerichtete Interventionsansatze fur CED-Patienten zu
identifizieren. Experimentell sollten insbesondere Aspekte der Wundheilung und des

Remodellings der extrazellularen Matrix an intestinalen Lasionen naher untersucht werden.
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