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Zusammenfassung

Entziindliche Prozesse sind elementare Bestandteile der Wirtsantwort auf sterile oder in-
fektiose Schadigung vaskularisierter Gewebe. Wahrend akute Immunantworten zur Pa-
thogenelimination und Initiierung regenerativer Prozesse und somit der Wiederherstellung
der Homoostase beitragen, kdnnen sich chronisch-maladaptive Entzindungen nachteilig
auf die Wirtsgesundheit auswirken. So sind chronisch-entzundliche Prozesse in vielen Ge-
weben mit einem erhdhten Entartungsrisiko verbunden, etwa dem hepatozellularen Karzi-
nom bei chronischen Viruserkrankungen der Leber oder dem Lungenkrebs bei chronischer
Exposition des Bronchialsystems mit inhalativen Schaden. Je nach Pathomechanismus
und An- bzw. Abwesenheit von exogenen Krankheitserregern kénnen exogene (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs) und endogene (damage-associated molecular
patterns, DAMPs) Molekile in unterschiedlichem Malke die Immunantwort beeinflussen,
teilweise unter Verwendung von gemeinsamen Zelloberflachenrezeptoren und assoziier-
ten Signalkaskaden. Im Darm findet wie in keinem anderen Organsystem eine immunolo-
gische und metabolische Auseinandersetzung mit potenziell pathogenen Mikroorganis-
men statt. Die intestinale Barriere unterliegt dabei einer strengen und vielschichtigen Re-
gulation; gleichzeitig gilt die Colitis-assoziierte Karzinogenese als paradigmatisches Bei-
spiel fir maladaptive Wundheilungsprozesse mit hoher klinischer Relevanz beim Men-
schen. Fur viele chronisch-entziindliche Prozesse im Darm bestehen gegenwartig nur un-
zureichende Therapieoptionen. Ziel dieses Vorhabens war daher die Charakterisierung
der immunregulatorischen Funktionen des ubiquitar exprimierten DAMPs High-mobility
group box 1 (HMGB1) in der immunologischen Regulation der intestinalen Barriere. Zu
diesem Zweck wurden relevante zellulare Quellen von HMGB1 und ihre Rollen als
HMGB1-Ursprungszellen in der akuten Colitis, in der spontanen sowie der Colitis-assozi-

ierten Karzinogenese (colitis-associated carcinogenesis, CAC) analysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die genetische HMGB1-Defizienz
in intestinalen Epithelzellen den Krankheitsverlauf einer murinen chemisch-induzierten
Colitis verscharft. Der Phanotyp aullerte sich in starkerem Gewichtsverlust, in vermehrtem
Gewebeschaden der intestinalen Mukosa sowie einer erhdhten Infiltration von Neutrophi-
len und inflammatorischen Monozyten in HMGB1-defizienten Mausen. Des Weiteren war
die Expression pro-inflammatorischer Gene im Darmgewebe erhoht. RNA-Expressions-
analysen vom Darmgewebe deuteten aulRerdem darauf hin, dass die Regulation der Zell-
zyklusaktivitat in HMGB1-defizienten Mausen verandert war. Im Gegensatz dazu konnten
in diesem Modell keine Auswirkungen einer HMGB1-Defizienz aus myeloiden Zellen auf
den Krankheitsverlauf der Tiere bzw. auf die Zellinfiltration und die Expression immunre-

gulatorischer Gene festgestellt werden. Interessanterweise hatte die HMGB1-Deletion aus
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beiden zuvor genannten Zelltypen weder einen nennenswerten Effekt auf die C. roden-
tium- noch auf die chronische T-Zell-induzierte Colitis. Im Fall der spontanen Karzinoge-
nese im ApcM" Modell fiihrte die HMGB1-Defizienz aus Epithelzellen zu einer erhéhten
kolorektalen Tumorbelastung der Versuchstiere. Im nicht-tumorésen Gewebe dieser
HMGB1-defizienten Mause war eine erhdhte Genexpression pro-inflammatorisch relevan-
ter Proteine zu verzeichnen. Dies kdnnte die erhdhte Tumorprogression und somit die
ausgepragtere Tumorbelastung in den HMGB1-deletierten Mausen in Teilen erklaren. Im
Modell der CAC konnte gezeigt werden, dass HMGB1 aus myeloiden Zellen im chronisch-
entziindeten Darm einen verstarkenden Einfluss auf die Tumorgenese hat, da durch die

HMGB1-Deletion aus myeloiden Zellen die Tumorbelastung reduziert war.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die HMGB1-De-
fizienz in unterschiedlichen Zelltypen profunde Effekte auf phanotypische Endpunkte aku-
ter sowie chronisch-maladaptiver Modelle hat. Diese Resultate erfordern weitere mecha-
nistische Untersuchungen, um die Kontext-abhangigen immunregulatorischen Rollen von

HMGB1 erklaren zu konnen.




ABSTRACT

Abstract

Inflammatory processes are essential components of the host's response to sterile or in-
fectious damage to vascularized tissues. While acute immune responses contribute to the
elimination of pathogens and initiation of regenerative processes and thus the restoration
of homeostasis, chronic maladaptive inflammations can have a detrimental effect on the
health of the host. Chronic inflammatory processes in many tissues are associated with
an increased risk of carcinogenesis, for example hepatocellular carcinoma in chronic viral
diseases of the liver or lung cancer in the case of chronic exposure of the bronchial system
with inhalation damage. Depending on the pathological mechanism and the presence or
absence of exogenous pathogens, exogenous (pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs) and endogenous (damage-associated molecular patterns, DAMPs) molecules
can influence the immune response to different degrees, in some cases using common
cell surface receptors and associated signaling cascades. Like no other organ, the intes-
tine is confronted both immunologically and metabolically with potentially pathogenic mi-
croorganisms. The intestinal barrier is subject to strict and complex regulation. At the same
time, colitis-associated carcinogenesis (CAC) is a paradigmatic model for maladaptive
wound healing processes highly relevant in a clinical context. For many chronic inflamma-
tory processes in the intestine, there are currently only inadequate treatment options. The
aim of this project was therefore to characterize the immunoregulatory functions of the
ubiquitously expressed DAMP High-mobility group box 1 (HMGB1) in the immunological
regulation of the intestinal barrier. For this purpose, we characterized effects of cell-type
specific HMGB1 deletion in the contexts of acute colitis, in spontaneous as well as colitis-

associated carcinogenesis.

In the context of this work, it could be shown that the genetic HMGB1 deficiency in intes-
tinal epithelial cells aggravates the course of a murine chemically induced colitis. The phe-
notype was manifested in greater weight loss, increased tissue damage to the intestinal
mucosa and increased infiltration of neutrophils and inflammatory monocytes in HMGB1-
deficient mice. Furthermore, the expression of pro-inflammatory genes in the intestinal
tissue was increased. RNA expression analyzes from intestinal tissue also indicated that
the regulation of cell cycle activity was altered in HMGB1-deficient mice. In contrast, the
HMGB1 deficiency from myeloid cells had no effects on disease progression, cell infiltra-
tion into intestinal tissue or expression of immunoregulatory genes in the same model.
Interestingly, the HMGB1 deletion from both of the aforementioned cell types had no effect
on C. rodentium induced or chronic T-cell-induced colitis. However, in the Apc™" mice, the
HMGB1 deficiency from epithelial cells led to an increased colorectal tumor burden during

spontaneous carcinogenesis. In the non-tumorous tissue of these HMGB1-deficient mice,
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an increased gene expression of pro-inflammatory relevant proteins was recorded. This
could partly explain the increased tumor progression and thus the more pronounced tumor
burden in the HMGB1-deleted mice. For CAC it could be shown that HMGB1 from myeloid
cells has a tumor-progressive effect in the chronically inflamed intestine, since the tumor
burden was reduced by the HMGB1 deletion.

In summary, the results of this work indicate that the HMGB1 deficiency in different cell
types has profound effects on phenotypic endpoints of acute and chronic maladaptive
models. These results require further mechanistic studies to explain the context-depend-

ent immunoregulatory roles of HMGB1.




EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion des Darms

Der Dickdarm (Kolon) ist von proximal nach distal wie folgt aufgebaut: Caecum (Blind-
darm, Zakum) mit Appendix (Wurmfortsatz), Colon ascendens (aufsteigendes Kolon), Co-
lon transversum (querverlaufendes Kolon), Colon descendens (absteigendes Kolon) so-
wie Colon sigmoideum (S-férmiger Teil) und Rectum (Mastdarm, Rektum) (Abbildung 1 A)
[1]. Die Funktionen dieses Verdauungsabschnittes bestehen darin, dem gespeicherten
Darminhalt Wasser und nach dem Passieren des Dunndarms weiterhin Elektrolyte zu ent-
ziehen. Diese Resorption flihrt zur Verfestigung der Fazes, die durch die peristaltischen
Wellenbewegungen durch das Kolon bewegt werden, bis sie Uber Rektum und Anus aus-
geschieden werden. Stérungen der Darmschleimhaut kdnnen dazu fiihren, dass weniger
Wasser resorbiert wird, wodurch u.a. Diarrhoen zustande kommen konnen. Die Darm-
schleimhaut (Mukosa) ist durch flir den Dickdarm charakteristische Einbuchtungen (Kryp-
ten) gekennzeichnet, wodurch sich die Resorptionsoberflache stark vergroRert (Abbildung
1 B). Uberdies baut sich vom Magen bis zum Rektum eine Art bakterieller Gradient auf,
was bedeutet, dass das Kolon mit mehr als 102 Darmbakterien am starksten besiedelt ist.
Dabei bilden Kolon und Mikrobiom eine Symbiose, da die Bakterien sich von Bestandteilen
des Fazes ernahren und dabei Stoffwechselprodukte freisetzen, die wichtig fur den Men-
schen sind. Zudem handelt es sich bei der physiologischen Darmflora um einen wichtigen
Bestandteil der Immunabwehr, da die kommensalen Darmbakterien zum einen pathogene
Erreger verdrangen und zum anderen durch die stetige Auseinandersetzung mit dem Im-
munsystem zu dessen Spezifizierung beitragen [2]. Trotz der wichtigen Eigenschaften der
Bakterien im Kolon ist es von essentieller Bedeutung, dass diese im Lumen des Kolons
verbleiben und nicht in den Blutkreislauf und somit in andere Organe gelangen. Das ein-
schichtige Darmepithel sowie die Basalmembran und die intestinalen Immunzellen funkti-
onieren als mechanische Barriere, die den Organismus vor dem Eindringen dieser Darm-
bakterien schutzt. Zusatzlich ist die Epithelschicht vom Mukus (Schleim) beschichtet, wel-
cher eine gewisse Pufferzone zwischen den Darmbakterien und den Epithelzellen darstellt
[3]. Um die Barrierefunktion des Darmepithels zu gewahrleisten, sind die Zellen tGber den
junctional complex (integrale Membranproteine wie Claudin, Occludin, E-Cadherin, Adap-
terproteine) miteinander verbunden [4]. Dabei Ubernehmen diese Zellen im Verbund ver-
schiedene Aufgaben. Zunachst liegen in der Basis einer Krypte multipotente intestinale
epitheliale Lgr5* Stammzellen [5]. Die alteren Zellen werden durch Zellmigration von neu-
eren weiter in Richtung Lumen verdrangt, woraufhin sich die altesten durch das soge-

nannte cell shedding im apoptotischen Prozess ins Lumen absondern und ausgeschieden
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werden [6]. Durch die Stammzellreifung entstehen zum einen die Mukus-produzierenden
Becherzellen und zum anderen die absorbierenden Enterozyten (prismatische Saumzel-
len), die apikal mit Mikrovilli besttickt sind, um die Resorptionsflache weiter zu vergréRern.
Die gesamte Oberflache dieser Enterozyten wird auch als Birstensaum bezeichnet [2]. Im
Dickdarm sind in enger Nachbarschaft zu den Stammzellen ebenfalls sezernierende Pa-
neth-Kérnerzellen zu finden, die antimikrobielle Proteine (AMPs), Lektine und Reg3 Pro-
teine produzieren und ausschitten, um die Stammzellen wahrend einer Entziindung zu
schitzen [2], [7]. Unterhalb der Basalmembran der Epithelschicht erstreckt sich eine von
Blut- und Lymphgefalien durchzogene, diinne Bindegewebsschicht, die Lamina propria.
Hier befinden sich auch die gewebestandigen und einwandernden Immunzellen. Nach au-
3en hin folgen auf die Lamina propria zwei Muskelschichten, die fir die Darmperistaltik

verantwortlich sind [2].

Colon

.~ Saumzelle
transversum Q]

‘ '_’a/Becherzelle

Colon Colon APC 3
ascendens descendens
— Mukosa
Caecum @
Appendix
Colon
sigmoideum
Makrophage

Rectum

Proliferéiion @
Neutrophile

Abbildung 1 | Einteilung des Kolons und die Darmschleimhaut.

A) Das Kolon ist von proximal nach distal eingeteilt in Caecum mit Appendix, Colon ascendens,
Colon transversum und Colon descendens, Colon sigmoideum, Rectum und Anus. B) Die Darm-
schleimhaut (Mukosa) umfasst die Lamina propria, die prismatischen intestinalen Epithelzellen im
einschichtigen Darmepithel sowie den Mukus im Lumen. In der Basis einer Krypte befinden sich
multipotente Gewebestammzellen, die fir Zellnachschub und Geweberegeneration sorgen (Prolife-
ration). Der Pfeil indiziert die Migrationsrichtung der Epithelzellen. In der Lamina propria befinden
sich u.a. intraepitheliale T-Lymphozyten (IELs), Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) sowie Mak-
rophagen und Neutrophile. Angepasst nach Abreu (2010) [8].

Lamina propria
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1.2 Das angeborene Immunsystem im Darm

Die in der Lamina propria befindlichen Immunzellen dienen als weiterer Pathogenschutz-
mechanismus neben der physikalischen Barriere gegenltiber dem Darmlumen. Intraepithe-
liale Lymphozyten befinden sich teilweise direkt zwischen den Epithelzellen [9]. Einige
Epithelzellen nehmen Antigene aus dem Darmlumen auf, welche sie den Antigen-prasen-
tierenden Zellen (APCs), namlich hauptsachlich den Makrophagen, Dendritischen Zellen
und B-Zellen, direkt weitergeben kdnnen, wodurch eine stdndige immunologische Uber-
wachung der Barriere und des Mukus gewahrleistet werden soll. Diese leiten durch die
Antigenprasentation Informationen Uber die im Lumen befindlichen Mikroorganismen und
Nahrstoffbestandteile an T-Zellen weiter, um die intestinale Immunantwort spezifisch aus-
zubilden und zu aktivieren, wenn z.B. Bakterien oder deren Bestandteile durch den Mukus
an die Darmbarriere gelangen oder diese sogar tUberwinden [10]. Makrophagen stellen
unter den APCs eine gewebestandige Zellpopulation der Lamina propria dar, die durch die
Ausdifferenzierung von Monozyten entstehen. Fir die Differenzierung in diesen Zelltypen
missen verschiedene Molekile, wie Interleukin (IL)-3, -4, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)
und colony stimulating factors (CSFs) vorliegen. Wahrend einer Immunreaktion, die bspw.
durch eine Infektion hervorgerufen werden kann, nehmen Monozyten und Makrophagen
eingedrungene Pathogene Uber verschiedene Phagozytose-Systeme auf und schutten
daraufhin hauptsachlich die Zytokine IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-a aus, die weitere immu-
nologisch relevante Prozesse induzieren. Aktiviert werden sie zuvor durch Interferon
(IFN)-y, das u.a. von T-Lymphozyten stammt. Es kommt im Rahmen einer Immunreaktion
zu einer Reaktionskette, in der weitere immunreaktive Molekile produziert sowie freige-
setzt und weitere Immunzellen wie neutrophile Granulozyten (Neutrophile) mobilisiert wer-
den. AuRerdem wird die Permeabilitat der Gefalle, vermittelt durch im Rahmen der Im-
munantwort freigesetzte Botenstoffe, erweitert, wodurch die Infiltration der rekrutierten Zel-
len zusatzlich geférdert wird. Fur die effektive Eliminierung der Pathogene sind auf3erdem
Derivate von Stickstoffmonoxid (z.B. die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iINOS))
verantwortlich, die von Makrophagen produziert und ausgeschuttet werden konnen. Durch
IL-10 und IL-12, die ebenfalls von Makrophagen produziert werden, wird dabei unter an-
derem die T-Zell-Antwort reguliert, die auf die primar aktive, angeborene Immunantwort
folgt [9]. Die zur Phagozytose notwendige Erkennung und Bindung der Pathogene durch
phagozytotische Zellen erfolgt durch ein Repertoire an unterschiedlichen Rezeptoren. Ein
einfaches Beispiel stellt der Lipopolysaccharid (LPS)-bindende Rezeptor Cluster of diffe-
rentiation (Cd)14 dar [11]. Er wird charakteristischerweise auf Monozyten und Makropha-
gen exprimiert und bindet an das Oberflachenprotein LPS, das grotenteils auf gramne-
gativen Bakterien exponiert ist [12]. Neben den Makrophagen sind auch die erwahnten

Neutrophilen phagozytotisch aktiv und dienen somit direkt der Pathogenabwehr. Neben
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der Phagozytose sind Neutrophile in der Lage, grol3e Mengen an reaktiven Sauerstoffver-
bindungen (reactive oxygen species, ROS) und anderen Molekulen (z.B. antimikrobielle
Peptide, Myeloperoxidase, Protease, etc.) aus ihren Granula freizusetzen, die zytotoxisch
auf Eindringlinge wirken und tragen somit wesentlich zur Immunantwort bei. Bei Uberma-
Riger Infiltration und/oder Aktivitat jedoch, kdnnen Neutrophile ebenfalls schadlich auf den
eigenen Organismus wirken [13]. Ob es zu einer Immunantwort kommt oder nicht ist u.a.
abhangig von der Erkennung der ,gescannten“ Antigene durch die APCs. Dabei spielen

sowohl exogene als auch endogene Molekulstrukturen eine Rolle.

1.3 Immunregulation durch exogene und endogene Mediatoren

Die danger model-Theorie basiert darauf, dass das angeborene Immunsystem auf exo-
gene und endogene konservierte Molekullstrukturen reagiert, die sogenannten PAMPs und
DAMPs. Die Anwesenheit von DAMPs und/oder PAMPs zeigt eine Stérung der Gewebein-
tegritat an und muss von einer zunachst weitgehend unspezifischen Entziindungsreaktion
beantwortet werden. Dabei ist es irrelevant, ob eine Infektion oder eine sterile Gewebe-
schadigung vorliegt. Zuvor hatte man angenommen, das Immunsystem wurde vor allem
zwischen fremd und kdrpereigen unterscheiden [14]-[16]. Zu den PAMPs z&hlen neben
verschiedenen bakteriellen Oberflachenmolekiilen, wie Peptidoglykan, Flagelline oder
LPS ebenfalls freie virale und bakterielle Nukleinsduren sowie oberflachliche Strukturen
von Pilzen und Parasiten. DAMPs hingegen sind endogene Molekile, die sich wahrend
der Homoostase innerhalb der Zellen befinden und nur bei Zellschadigung (danger model)
oder bei aktiver Freisetzung aus Immunzellen in den extrazellularen Raum gelangen [17].
Nachdem sie im Zellinneren ihre individuelle Funktion erflllten, spielen sie im extrazellu-
laren Raum eine immunregulatorische Rolle, die Effekte auf den Verlauf einer Erkrankung
haben kann [18]. Exogene sowie endogene Signalmolekule interagieren mit Muster-Er-
kennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) und kénnen diese entweder
allein oder im Komplex aktivieren, wodurch wiederum unterschiedliche Signalwege wie
z.B. der nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB)- oder der
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)-Signalweg aktiviert werden [11],
[19]. Zu den PRRs gehdren u.a. die Oberflachen-Rezeptoren toll-like receptor (TLR)2, 4
und 9 oder nucelotide oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs) [20]-[22].
PRRs binden PAMPs und DAMPs und interagieren dabei mit verschiedenen Co-Rezep-
toren, wie im Fall der gemeinsamen Bindung von LPS durch TLR4 und Cd14. Dies flhrt
zur weiteren Aktivierung von Effektoren und der Einleitung nachster Schritte der Immun-
antwort [16], [23]-[26]. Einige DAMPs, die bei einer Pathogen-unabhangigen Zellschadi-
gung bspw. durch mechanisches oder thermisches Trauma, Strahleneinwirkung oder che-

misch-induziert freigesetzt werden, scheinen eigenstandige regulatorische Funktionen in
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sterilen Entzindungsprozessen zu ubernehmen. Sie werden aul3erdem als endogene ,An-
treiber von Karzinogeneseprozessen im Rahmen chronisch-entzundlicher Erkrankungen
vermutet [24], [27], [28]. Im Vergleich zu der seit langem identifizierten und gut charakte-
risierten Gruppe von PAMPs, sind die DAMPs weniger gut erforscht. Erst seit den 1990er
Jahren wurde das erwahnte danger model aufgestellt und weiterentwickelt, woraufhin die
DAMPs erst detaillierter klassifiziert wurden. Neben Adenosintriphosphat (ATP) [29], S-
100 Proteinen [30], Interleukin [31], Harnsaure [32], Hitzeschockproteinen [33]-[36] und
Hyaluron [37] ist das Protein High-mobility-group box 1 das erste, und damit als Prototyp
beschriebene DAMP, welches 2002 von Scaffidi et al. als solches erkannt und charakteri-
siert wurde [38]-[40]. Die Retention von DAMPs wird fir alle apoptotischen Zelltodpro-
zesse angenommen und gilt als Erklarung, warum diese Zelltodmodalitat im Aligemeinen
keine Entziindungsantwort auslost (Abbildung 2, links). Bei nicht-apoptotischem Zelltod
(bspw. durch Nekrose) im Darmgewebe, wie es wahrend chronisch-entziindlichen Dar-
merkrankungen (CEDs) vorkommt, werden jedoch verschiedene DAMPs freigesetzt, die
ein inflammatorisches Milieu erzeugen. In der Theorie kommt es zur Aktivierung der ge-
webestandigen Immunzellen, weiterer Immunzellinfiltration und letztendlich zu weiterem
Zellschaden durch diese pro-inflammatorisch aktiven Immunzellen. Wird diese Immunan-
twort nicht korrekt reguliert, kann der Gewebeschaden nicht ausheilen und es entsteht ein
Entzindungszyklus, der sich selbststandig weiter antreibt (Abbildung 2, rechts). Dieses
Szenario wird fiir eine CED unter Bertcksichtigung komplexer, multifaktorieller und patho-

physiologischer Zusammenhange, die noch nicht gut verstanden sind, angenommen [41].
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Gesundes Gewebe CED - Zelltod und DAMP Freisetzung erzeugen ein entzlindliches Milieu

Y, N » -

DC Reifung @ ......... ~

Immunzellinfiltration

= 4/
@ Phagozytose

Apoptose

Aktivierung von T Zellen @ @

Immunzellinteraktion T Zellen

|
|
' 4 1
s ,% Py L
Z : s/ , 1 /
L4 &
Mikrobiom 1 p\ '\ . [ 4 Pl
f 4 %
: \ ,’5 ,.0 | - ) :
Darmmlumen Zellschaden i M
qu ﬂﬂﬂ q 1 Yo
lIEC I ‘ |
|
\( ) ‘ \ Q Pl
O 9 / 1
Homdostase | Entziindliches Milieu
(] 1 Immunantwort
|
| Io
Immunantwort 1 oy 0 ?\f
PRR I o ;: ' PRR Signalwege werden
Makrophage : A hochreguliert Neutrophile
1 DAMPS\» Aktivierung angeborener APCs
I PAMPs Immunzellen
|
|
1
1
|
|
1
|

Lamina propria

Abbildung 2 | Rolle der PAMPs und DAMPs wahrend einer chronisch-entziindlichen Dar-
merkrankung (CED).

In gesundem Darmgewebe werden apoptotische intestinale Epithelzellen (IECs) durch das regulare
cell shedding abgestoflen. Wahrenddessen Giberwachen gewebestandige Immunzellen wie Makro-
phagen die epitheliale Barriere. In der Homdéostase wird eine Immunantwort durch den program-
mierten Zelltod und Zellabbau unterdriickt. Gleichzeitig halt der Mukus die Darmbakterien fern vom
Darmepithel. Sterben IECs durch Nekrose/Nekroptose wahrend einer Infektion bspw., werden
DAMPs aus Epithelzellen und Immunzellen freigesetzt, Darmpathogene kénnen eindringen. Die
APCs erkennen DAMPs und PAMPs (ber die PRRs, woraufhin entsprechende Signalwege aktiviert
werden. Eine unkontrollierte Immunantwort, kann im dauerhaft entziindlichen Milieu zu weiterem
Zellschaden fihren. Es entsteht eine positive Rickkopplung. Die tberschieflende Immunreaktion
kann durch bereits vorhandene Defekte der IECs, welche die Aufrechterhaltung der Homdostase
negativ beeinflussen, begunstigt werden. Angepasst nach Boyapati et al. (2016) [41].

1.4 Chronisch-entzindliche Darmerkrankungen

Die zuvor beschriebene Integritat der Darmbarriere ist von entscheidender Bedeutung flr
die Gesundheit eines Organismus. So stellen entziundliche Darmerkrankungen (CEDs)
weltweit ein groRes Problem dar. Die koordinierte Aktivierung von zelluldren und moleku-
laren Effektoren des Immunsystems ist daher wesentlich, um diese Barriere aufrechtzuer-
halten, den Wirt vor Krankheitserregern zu schitzen, verletztes Gewebe von abgestorbe-
nen Zellen zu befreien und regenerative Wege zur Wiederherstellung der Homoéostase zu
initiieren [42]. Gestresste oder desintegrierte Zellen kbnnen DAMPs freisetzen, die eben-
falls wie PAMPs mit Oberflachenrezeptoren interagieren und Entziindungen auslésen kon-
nen [38], [42]. Ist die Aktivierung der Abwehrsysteme gestort, kann eine zunachst lebens-
notwendige Entzindungsreaktion zur Basis einer chronischen Entzindungserkrankung

werden, die dem Organismus selbst schadet. Unter solche fallen mit steigender Pravalenz
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bspw. auch Allergien und Asthma [43], Arthritis [44] oder Herz-Kreislauferkrankungen [45],

bei denen eine langanhaltende Entziindung charakteristisch ist.

CEDs sind vor allem durch die zwei haufigsten Vertreter Morbus Crohn (MC) und Colitis
ulcerosa (CU) bekannt, die sich symptomatisch zumindest teilweise ahneln. Zu den ge-
meinsamen Symptomen zahlen wiederkehrende Diarrhoen, Schmerzen im Abdomen,
Ubelkeit und Krampfe sowie Fieber und Abgeschlagenheit. Bei MC kann im Zuge der Er-
krankung der gesamte Verdauungstrakt diffus befallen sein, und es finden sich oft trans-
murale Defekte mit Fistelbildungen und narbigen Strikturen/Engstellen. Dahingegen ist die
CU auf Rektum und Kolon beschrankt und betrifft nur das intestinale Epithel, ohne darun-
terliegende Gewebeschichten zu befallen [46]. Nachdem sich die Inzidenzraten in den In-
dustrienationen mit hohen Pravalenzwerten (z.B. Norwegen, Deutschland, USA, Canada)
zuletzt stabilisiert haben, steigen die Raten in den neuen Industrieldndern wie in Teilen
Sud-Amerikas oder Stid-Ostasiens [47], [48]. CEDs werden i.d.R. anti-inflammatorisch (je
nach Schweregrad mit Aminosalicylat, Kortison und Immunmodulatoren) und somit, wenn
auch nicht besonders gezielt, therapiert. Durch die Koloskopie kénnen die Entstehung
bzw. der Verlauf der Krankheit gut Gberwacht und Komplikationen wie bspw. die Bildung
von Dysplasien fruhzeitig erkannt werden, was eine frihzeitige Behandlung ermaoglicht.
Neben der medikamentdsen Behandlung und der Kontrollkoloskopien wird bei Komplika-
tionen und bei unkontrollierbaren Schiiben einer CU auf eine Proktokolektomie (chirurgi-
sche Entfernung von Kolon und Rektum) zurtickgegriffen, wodurch die CU als grundsatz-
lich heilbar gilt [49], [50]. MC kann hingegen aufgrund des haufig diffusen und ubiquitaren
Ausbreitungsmusters durch chirurgische MaRnahmen nicht kuriert werden. Dies verdeut-
licht die Relevanz der Entwicklung eines breitgefacherten Therapiespektrums, das mog-
lichst gezielt wirken und weltweit einsetzbar sein sollte [42], [51]. CU und MC kénnen durch
unterschiedlichste Faktoren und durch deren Kombination ausgeldst bzw. beeinflusst wer-
den, wobei die Frage der Ursache [52] ungeklart bleibt. Diese Faktoren umfassen Gende-
fekte bzw. die Veranlagung (z.B. NOD2 Mutation) [52]-[56], Fehlfunktionen des Immun-
systems (z.B. Ubermaflige Zellaktivierung oder Zytokinproduktion) [52], [53], [55], ein po-
tentiell pathogenes Mikrobiom [52], [55], [57] sowie verschiedene Umweltfaktoren (z.B.
Rauchen, Ernahrung, Infektionen) [52], [54], [56].

Ferner fihren die andauernden Wundheilungsprozesse wahrend einer CED wie bei ande-
ren chronischen Entziindungen epithelialer Organe (z.B. Osophagus, Magen, Darm,
Lunge, Pankreas, Leber, Haut) in einigen Fallen zur Bildung maladaptiver neoplastischer
Veranderungen im Gewebe [58]-[60]. So ist bekannt, dass bspw. ein Patient mit Virus-
bedingter chronischer Leberentziindung mit héherer Wahrscheinlichkeit ein hepatozellu-
l&res Karzinom entwickelt, als ein Mensch ohne Vorerkrankung [61]. Ein anderes Beispiel

ware eine chronische Darmentziindung als Pradisposition fur die Entstehung eines
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kolorektalen Karzinoms (colorectal cancer, CRC). Dabei ist das Risiko an CRC zu erkran-
ken fur CU Patienten, vor allem abhangig vom Alter und vom genetischen Hintergrund,
etwa 1,5-mal héher als flr gesunde Menschen [62], [63]. Die Tumorpathogenese und der
immunologische Hintergrund der CRC-Erkrankung werden im nachsten Abschnitt naher

erlautert.

1.5 Die Tumorpathogenese im Darm und die Verbindung zur chronischen
Entzindung

CRC gehdrt weltweit neben Lungen-, Brust- und Prostatakrebs zu den haufigsten Tumo-
rerkrankungen (auf den Inzidenzwert bezogen) und hat den zweithéchsten Mortalitatswert
nach Lungenkrebs, wobei Inzidenzwerte und Mortalitat je nach Kontinent und Land variie-
ren. In der europaischen Region sind die Inzidenzraten bspw. etwa 5-fach hdher als in
Afrika [64], [65]. In Deutschland lagen die Inzidenzwerte im Jahr 2016 bei 32,9 (Frauen)
bzw. 50,3 (Manner) pro 100.000. Gleichzeitig lag die Mortalitat bei 11,3 (Frauen) bzw. 18,8
(Manner) je 100.000. Dabei erhoht sich das Risiko an CRC zu erkranken mit steigendem
Alter enorm. Mehr als die Halfte der in Deutschland diagnostizierten Falle treten bei Gber
70-jahrigen auf [64]. Zu den wichtigsten Risikofaktoren gehdéren eine ballaststoffarme Er-
nahrung, erhdhtes Korpergewicht sowie Tabak- und Alkoholkonsum. Ein weiterer wichti-
ger Risikofaktor ist aulRerdem eine chronisch entziindliche Vorerkrankung. Demnach wird
angenommen, dass das Risiko fur eine CRC-Erkrankung in chronisch erkrankten Colitis-
Patienten erhoht ist [63]. Ebenso ist die Mortalitat flir CRC durch eine Colitis deutlich er-
hoht. Je friher der Patient an der Colitis erkrankt, desto hoher ist das CRC-Risiko sowie
die Mortalitat. So wird das CRC-Risiko auf 2 % nach 10 Jahren, 8 % nach 20 Jahren und
18 % nach 30 Jahren geschatzt [66].

Unklar ist dabei, welche Rolle das gastrointestinale Mikrobiom, oxidativer Stress, mogliche
genetische Mutationen oder die pro-inflammatorischen Faktoren des angeborenen bzw.
des adaptiven Immunsystems genau spielen [62]. Die Friiherkennung von Vorlauferlasio-
nen bzw. lokalisierten und somit kurativ behandelbaren Stadien der Darmkrebsentstehung
durch regelmafRige endoskopische Uberwachung und operative Eingriffe filhren dabei be-
reits zu einer verbesserten Prognose fiir die Patienten [64], [67]. Dennoch stellen andau-
ernde Entziindungen auch nach operationeller Entfernung der Dysplasien weiterhin eine
Problematik dar [67]. Daher sind die Erforschung des immunologischen Hintergrunds von
CRC bzw. CAC sowie die Entwicklung von neuen therapeutischen Strategien nach wie

vor von entscheidender Bedeutung.
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1.5.1 Die Tumorbiologie und Tumor-Immunantwort im Darm

Die CRC-Entstehung ist sehr komplex und kann in sehr unterschiedlichem Mafl} von ge-
netischen Faktoren beeinflusst werden. Adenomatous polyposis coli (APC) [68], [69] oder
der Immunsuppressor p53 [70], [71] sind z.B. als Protoonkogene bei CRC bekannt. APC
ist in den WNT/B-Catenin Signalweg involviert, p53 hingegen in Zellzyklus, DNA-Repara-
turmechanismen und Apoptose. Im Gegensatz zu den sporadisch auftretenden CRCs,
kann die Tumorgenese auch mit einer chronischen Entzindung assoziiert sein, wie bei
der CAC [72]. Dabei kdnnen sowohl die spontanen CRCs als auch die CAC selbst Ent-
zundungsreaktionen hervorrufen. Die infiltrierenden Immunzellen kénnen den gesamten
Verlauf der Krebserkrankung durch die Freisetzung von immunregulatorischen Zytokinen,
Chemokinen, Wachstumsfaktoren und anderen Molekillen beeinflussen [58]. In der Tu-
morgenese verandern sich Zellen hinsichtlich ihrer biologischen Potenz und proliferieren
unkontrolliert [73]. Mechanismen, die veranderte Zellen beseitigen sollten (Apoptose,
DNA-Reparatur), werden von Tumorzellen umgangen [74], [75]. Ebenso verandert sich ihr
Metabolismus, denn verglichen zu gesunden Zellen nutzen Tumorzellen verstarkt die ae-
robe Glykolyse (Warburg-Effekt) und oxidative Phosphorylierung zur Energiegewinnung.
Fettsauren werden nicht verstoffwechselt, sondern im Gegenteil fir die Lipidbiosynthese
produziert. Dabei bleibt der metabolische Status immer unbestimmt und anpassungsfahig
vor allem bezogen auf die Nahrstoff- und Sauerstoffverfigbarkeit, die in verschiedenen
Bereichen eines Tumors unterschiedlich gegeben sind. Zusatzlich werden verstarkt Zwi-
schenprodukte synthetisiert, die wiederum das Zellwachstum und die Proliferation fordern
[76]. Tumorzellen beeinflussen ebenfalls ihre direkte Umgebung bzw. gesunde Zellnach-
barn. Denn, wie zuvor erwahnt, kbnnen Tumorzellen eine Immunantwort auslosen, die
entweder gegen den Tumor gerichtet ist und das veranderte Gewebe abbaut (Anti-Tumo-
rantwort) oder sie fordert bei Fehlregulation sogar die Tumorprogression [58], [60], [72].
So kdnnen Makrophagen, Dendritische Zellen und myeloid-derived suppressor cells
(MDSCs) uber die Antigenprasentation und Produktion der Zytokine IL-12 und IFNy dem
Tumorwachstum entgegenwirken und wirken somit tumorsuppressiv. Jedoch kdnnen
diese Immunzellen je nach Phanotyp ebenso immunsuppressiv gegen die Anti-Tumorant-
wort wirken und durch die Produktion entsprechender immunregulatorischer Effektoren
das Tumorwachstum férdern [58]. Neutrophile haben dabei anscheinend gegensatzliche
Wirkungen auf die Tumorentwicklung, jedoch setzen sie wahrend einer Immunantwort
Uberwiegend Zytokine, Proteasen sowie NO-Derivate und ROS ins tumor microenviron-
ment (TME) frei, welche sich groRtenteils tumorférdernd auswirken [77]. Von den Zellen
des angeborenen Immunsystems sind vor allem die Tumor-assoziierten Makrophagen
(TAMs) hervorzuheben, die das Tumorwachstum insbesondere im M2-Phanotyp, auf-

grund der pro-angiogenen und gewebemodellierenden Aktivitaten, fordern und mit einer
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schlechten Prognose sowie Metastasierung korrelieren. Dies steht besonders im Zusam-
menhang mit der Produktion und Freisetzung von C-C Motiv Chemokinligand 2 (CCL2)
und IL-13 aus Tumorzellen, die somit die Polarisation der Makrophagen hinsichtlich eines
M2-Phanotyps beeinflussen kénnen [77]-[79]. Zellen des adaptiven Immunsystem weisen
ebenfalls tumor-supprimierende und -férdernde Eigenschaften auf, wobei speziell die Na-
turlichen Killerzellen (NK T-Zellen) [80] sowie Cd8 T-Zellen [81] ausschlieBlich bzw. zu-
mindest Uberwiegend zytotoxisch, also supprimierend gegentber den Tumorzellen wir-
ken. Regulatorische T-Zellen (Tregs) wiederum hemmen die Aktivitat anderer Immunzellen
und somit die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen, wodurch zwar einerseits
eine Autoimmunitat bzw. eine Uberschieflende Immunreaktion verhindert wird, anderer-
seits supprimieren sie somit auch die Anti-Tumorimmunantwort und kénnen daher Tumor-
wachstumsférdernd sein [82]. Insbesondere die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs in Im-
munzellen durch u.a. TNF in der nahen Tumorumgebung scheint die Tumorprogression
ebenfalls zu verstarken [83]. Durch die Aktivierung von NF-kB werden weitere pro-in-
flammatorische Mediatoren wie z.B. IL-1B, cyclooxygenase type 2 (COX-2), INOS oder
matrix metalloproteinases (MMPs) in angeborenen Immunzellen exprimiert und freige-
setzt, die eine weitere Inflammation vorantreiben kénnen [84]. IL-6, welches vor allem aus
Neutrophilen und Makrophagen freigesetzt wird, aktiviert den STAT3-Signalweg in Tumor-
zellen, was ebenfalls wesentlich zur Tumorprogression beitragen kann [85]. So stehen
gerade diese beiden Signalwege in Zusammenhang mit Entziindungs- und Karzinogene-
seprozessen, da sie eine direkte Verbindung zwischen Immun- und Tumorzellen schaffen.
Insgesamt verhalt sich die Immunantwort eines Organismus auf verandertes Gewebe bzw.
Tumore sehr komplex und ist noch nicht ausreichend gut erforscht. Es scheint in jedem
Fall so zu sein, dass der Effekt der Immunzellen stark abhangig von der Tumorart und
dem individuellen Entstehungshintergrund (abhangig der Wirtsgenetik und teilweise vom

intestinalen Mikrobiom) ist.

1.6 High-mobility group box 1

1.6.1 Struktur und Lokalisation von HMGB1

HMGB1 ist ein evolutionar hochgradig konserviertes Nukleoprotein, das ubiquitar in na-
hezu allen Zellen der Klasse Mammalia exprimiert wird. So ist z.B. das HMGB1 in Nage-
tieren zu 99 % homolog zum humanen HMGB1. Im Gegensatz zu Histon bindet es rever-
sibel an Chromatin und spielt, auf den Nukleus begrenzt, wahrend der Homdostase eine
DNA-stabilisierende Rolle [86], [87]. Daruber hinaus werden ihm intrazellulare Funktionen
zugeschrieben, die z.B. in DNA-Reparaturmechanismen und Gentranskription involviert
sind [88], [89]. 1999 zeigten Calogero et al. durch dessen globale Deletion, dass HMGB1
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essentiell fur die Mobilisierung von in der Leber gespeichertem Glykogen in der unmittel-
baren postnatalen Entwicklungsphase zu sein scheint. Neugeborene HMGB1-defiziente
Méause sind demnach nicht Uberlebensfahig und sterben kurz nach der Geburt an Hypogly-
k&mie. Die Ergebnisse dieser Studie weisen auflerdem auf eine mogliche transkriptionelle
Funktion des Proteins hin [90]. Fir die Interaktion mit der DNA und die Funktion in Tran-
skriptionsprozessen sind die beiden DNA-bindenden Domanen (A und B box) sowie das
C-terminale saure Ende (acidic tail) zu nennen, welche in Abbildung 3 dargestellt sind [86],
[91]. Durch eine der wichtigsten post-translationalen Modifikationen, die Acetylierung der
nuclear localization sequences (NLSs) kann HMGB1 binnen kirzester Zeit vom Nukleus
ins Zytosol translozieren und ist dadurch extrem mobil. Unter physiologischen Bedingun-
gen lokalisiert das Protein jedoch vorwiegend im Zellkern [39], [92], [93]. Neben den drei
Hauptdomanen und den NLSs sind einige Sequenzen identifiziert worden, die fir die Bin-
dung an Rezeptoren (z.B. receptor for advanced glycation endproducts (RAGE) [94] und
Toll-like receptor (TLR)4 [95]) oder an intra- und extrazellularen Interaktionspartner (z.B.
p53 [96] bzw. LPS [97]) notwendig sind (Abbildung 3). Studien zur strukturabhangigen
funktionalen Charakterisierung von HMGB1 wiesen auf mogliche inflammatorisch rele-
vante Aktivitaten hin. lhrer Struktur entsprechend kénnte demnach die A box anti-inflamm-
atorisch [98], die B box pro-inflammatorisch [99] und der acidic tail antibakteriell [100] aktiv
sein. Dies lasst sich vor allem auch auf die Lage der Bindestellen fiir die jeweils pro- oder
anti-inflammatorisch eingebunden Rezeptoren und Interaktionspartner zuriickfiihren [91].
DarUber hinaus sind die drei Cysteine, zwei in der A box und eins in der B box, von ent-
scheidender Bedeutung flr die Funktionalitdt von HMGB1. Denn abhangig von den situa-
tionsbedingten Parametern des Milieus in der Umgebung (pH, freie Radikale, PAMPs,
usw.), kdnnen sich verschiedene Isoformen bilden, die wiederum bestimmte Bindeeigen-

schaften zu den Interaktionspartnern aufweisen.
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Abbildung 3 | Die Struktur und Funktion von HMGB1.

HMGB1 ist in drei Hauptdoméanen eingeteilt. Die A und B box Domanen werden auch als DNA-
Bindedomanen bezeichnet. Diese beinhalten auch die drei Cysteine (C), die fir den Redox-Status
des Proteins verantwortlich sind. Die A box tragt auBerdem die Interaktionssequenz fir p53 und
jeweils eine fir Lipopolysaccharid (LPS) und eine nuclear localization sequence (NLS). Die B box
beinhaltet ebenfalls eine Bindestelle flir LPS und auflerdem die Interaktionssequenz fiir toll-like
receptor 4 (TLR4). Zwischen der B box und der dritten Domane, dem acidic tail (sauers Ende), liegt
die Bindestelle fiir den Hauptrezeptor receptor for advanced glycation endproducts (RAGE) sowie
die NLS2. Das saure Ende von HMGB1 wird auch als Transkriptionsstimulationsdomane bezeich-
net, welcher eine antibakterielle Aktivitdt zugesprochen wird. Angepasst nach [86], [91].

1.6.2 Regulation der biologischen Aktivitat von HMGB1

Neben der erwahnten Acetylierung kénnen die NLSs fur die nukleozytoplasmatische
Translokation als Antwort auf unterschiedliche Stimuli phosphoryliert werden, sodass die
Lokalisation im Zytosol starker geférdert wird [101], [102]. Weitere post-translationale Mo-
difikationen filhren ebenso dazu, dass HMGB1 seine Affinitat zur DNA verliert und seine
Lokalisation aus dem Nukleus heraus weiter ins Zytosol bis hin zum Extrazellularraum
verlagert. Doch die wichtigste Art, vor allem bezuglich der Funktion des Proteins, ist die
Oxidation als kovalente Modifikation. Diese fuhrt zur Isoform Bildung von HMGB1 in un-
terschiedliche Redoxzustéande [103]. Solange sich HMGB1 im Inneren der Zelle befindet,
sind die besagten Cysteine in der A und B box reduziert. HMGB1 liegt also in seiner redu-
zierten Form vor (bekannt als fully reduced oder all-thiol HMGB1) und weist eine Chemo-
kin-Aktivitat auf, indem es bspw. mit C-X-C Motiv Chemokinligand 12 (CXCL12) im Hete-
rokomplex Uber den C-X-C Motiv Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) fur die Rekrutierung von
Immunzellen sorgt [103]-[105]. Bei einem leichten Anstieg von ,oxidativem Stress®, steigt
der Anteil an ROS im Milieu. Da die Cysteine Redox-sensitiv sind, bildet sich in einem
solchen Fall schnell eine Disulfidbriicke zwischen den beiden Cysteinen der A box [106].
Dieses disulfide HMGB1 kann nicht mehr mit CXCL12 interagieren und nicht als Chemokin
aktiv werden. Stattdessen 16st es mit einer Zytokin-Aktivitat z.B. eine TLR4-vermittelte Im-
munantwort aus. Die dritte zu erwahnende Isoform ist die voll-oxidierte Form von HMGB1,
das sulfonyl HMGB1. Diese Form liegt in stark oxidativem Milieu, nach der Exposition ge-
genlber ROS vor und weist keine Immunaktivitat auf [103], [107]. Die verschiedenen post-
translationalen Modifikationen bestimmen demnach ganz entscheidend die Lokalisation

des Proteins und dessen Funktion als Immunregulator [86], [108].
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Neben seinen DNA-bezogenen Funktionen im Zellkern, wird HMGB1 von einigen Zellty-
pen, wie z.B. Monozyten und Makrophagen aktiv lysosomal freigesetzt, sodass es unter-
schiedlich modifiziert als Zytokin oder Chemokin mit diversen Rezeptoren interagieren
kann (Abbildung 4). Kommt es zu einem Gewebeschaden bspw. durch Nekrose oder Py-
roptose, wird HMGB1 aus diesen geschadigten Zellen passiv freigesetzt, jedoch weniger
von apoptotischen Zellen, weshalb durch Apoptose i.d.R. auch keine Immunantwort indu-
ziert wird [109], [110]. Auf welche Weise das Protein mit seinen Interaktionspartnern inter-
agiert, hangt dabei stark von den situationsbedingten Eigenschaften des extrazellularen
Milieus und der post-translationalen Modifikation ab. Sind entsprechende Faktoren gege-
ben, wird Uber NF-kB sowie mitogen-activated protein kinase (MAPK) Kaskaden eine
Uberwiegend pro-inflammatorische Immunantwort lber verschiedene Signalwege indu-
ziert [109], [111]-[113]. Diese Signalwege sind von grolder Bedeutung flr den Verlauf der
Immunantwort, aber auch fir die Proliferation, Zellwachstum und Differenzierung, Migra-
tion und Zelladhasion [114]. Vor allem fuhrt die Aktivierung von NF-kB sowohl zur ver-
mehrten Transkription und Freisetzung der Zytokine IL-6, TNF und IFN-y [109], [115] als
auch NLRP3 und pro-IL-1B und somit zur Inflammasom-Aktivierung [86], [114]. Ferner sind

intrazellulare anti-inflammatorische Effekte von HMGB1 beschrieben [116]-[118].

Aktive
Freisetzung

Nekrose

Apoptose

Abbildung 4 | Die Freisetzung und Rolle von extrazellulairem HMGB1.

Das prototypische damage-associated molecular pattern (DAMP) HMGB1 bindet wahrend der Ho-
mdostase reversibel an DNA und ist daher im Nukleus lokalisiert. Durch die Nekrose gelangt das
Protein passiv in den Extrazellularraum oder es wird aktiv von Immunzellen freigesetzt. Dort inter-
agiert es mit diversen pattern recognition receptors (PRRs) wie RAGE oder TLRs, um eine Immun-
antwort zu induzieren. Dabei wird hauptsachlich der NF-kB Signalweg aktiviert, wodurch weitere
immunologisch aktive Molekiile produziert werden. Von apoptotischen Zellen wird HMGB1 grofi-
tenteils zurlickgehalten, weshalb hierdurch i.d.R. auch keine Immunantwort ausgeldst wird. Ange-
passt nach Lotze und Tracey (2005) [109].
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1.6.3 Die Funktion von HMGB1 in der Pathogenese entzundlicher Erkrankungen

In Humanstudien konnte HMGB1 bereits mit verschiedenen Erkrankungen, wie Infektio-
nen, sterilen Gewebeschaden (z.B. Trauma) sowie Krebserkrankungen in Verbindung ge-
bracht werden und wurde teilweise als passender korrelierender Biomarker fur die klini-
sche Praxis dargestellt. In verschiedensten Entziindungserkrankungen sowie Krebser-
krankungen, z.B. bei einer schweren Sepsis [119] oder akuten Lungenentziindung [120],
CED- [121], [122], CRC- [123] oder Lungenkrebs-Patienten [124] liegt eine erhdhte Pro-
teinkonzentration von HMGB1 in Serum, Plasma, Stuhl oder Sputum vor. In diesem Kon-
text wird vermutet, dass HMGB1 eine Entziindung in Folge von nicht-apoptotischem Zell-
schaden in verschiedenen Geweben initiiert, wie z.B. in der Leber [125], [126], der Niere
[127], [128], der Haut [129] oder im Pankreas [117], [130]. Erhéhte HMGB1-Werte werden
ebenso mit Ischamie/Reperfusionsschaden in verschiedenen Organen assoziiert, die
bspw. durch einen hypovolamischen Schock, Trauma oder im Rahmen von Organtrans-
plantationen ausgeldst werden kdnnen [131]-[135]. Des Weiteren ist HMGB1 u.a. in Au-
toimmunerkrankungen involviert [136] [86]. Meist korreliert die HMGB1-Konzentration im
Serum positiv mit dem Schweregrad bzw. dem Verlauf einer Erkrankung. Evolutionar ge-
sehen ware es nicht von Vorteil fur den Organismus, wenn ein derart hoch konserviertes
Molekil einen Krankheitsverlauf dabei ausschlief3lich verstarken wirde. Studien mit zell-
spezifisch, konditionell HMGB1-deletierten Versuchstieren weisen darauf hin, dass dieses
Protein durchaus eine mildernde Rolle fiir verschiedene Erkrankungen spielen kénnte.
Mause mit einer myeloiden HMGB1-Defizienz wiesen bspw. eine verringerte Uberlebens-
chance in Folge einer LPS-induzierten Sepsis auf [118], [137]. Die Deletion aus Epithel-

zellen resultierte in einer gravierender ausfallenden murinen Colitis [138].

Nach der Erkenntnis, dass die globale HMGB1-Deletion letal ist, wurden darauffolgend
hauptsachlich Studien durchgefihrt, in denen die Aktivitat des extrazellularen Proteins in
vivo inhibiert wurde. Dazu wurden u.a. HMGB1-neutralisierende Antikérper, verschiedene
Chemikalien und Peptide in unterschiedlichen Krankheitsmodellen analysiert [86], [139],
[140]. Die Antikdrper-basierte Neutralisation von HMGB1 flihrte bspw. zu einer verminder-
ten Darmbarriere-Dysfunktion [131], [141], und schwéchte die Entziindungsantwort der
Pankreatitis [142] oder der spontanen Arthritis [143]-[145] ab. Der Einsatz des naturlichen
Glycyrrhizins, welches ebenfalls an HMGB1 bindet und dessen Funktion inhibiert, fihrte
zur Eindammung einer Sepsis [146] oder Arthritis [147]. Ethylpyruvat ist eine Chemikalie,
die u.a. die aktive Freisetzung von HMGB1 inhibiert. So flhrte dessen Einsatz bspw. be-
reits zur Inhibierung von Tumorwachstum [148] und reduzierte die Feinstaub-induzierte
Entzindung der Atemwege [149]. Alle drei M&glichkeiten der HMGB1-Blockade fuhrten zu
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einer milderen Entzindungsantwort in der murinen Colitis sowie einer verringerten CRC-
Belastung [150]-[154]. In vielen Fallen fihrte die HMGB1-Inhibierung zur Einddmmung
bzw. Minderung eines Entziindungszustandes oder der Krebserkrankung, was dafir-
spricht, dass HMGB1 ein ideales therapeutisches Zielprotein flr die Behandlung einiger
Erkrankungen sein konnte [155]. Die genetische und somit sowohl intra- als auch extra-
zellulare HMGB1-Defizienz hingegen resultiert in einigen Fallen in einer Verstarkung der
Entziindungsreaktion und erhdhter Mortalitat. Dieser sich abzeichnende Kontrast in der

Wirkungsweise des Proteins konnte eine Art Polaritat in dessen Funktionsweise indizieren.

1.6.4 Die Rolle von HMGB1 in der Tumorpathogenese

Auch in verschiedenen Krebserkrankungen wurden erhdhte Proteinkonzentration im Se-
rum von Patienten gemessen, wie z.B. beim bereits erwahnten Lungenkrebs [124]. Ferner
setzen Tumorzellen nach einer Bestrahlungstherapie HMGB1 frei, was sowohl einen Ent-
zindungszustand hervorrufen kann als auch die Zellproliferation antreibt und somit eine
Problematik der Therapieform an sich darstellt [156]. Des Weiteren wird HMGB1 in vielen
Tumoren Uberexprimiert. Dies wurde bspw. flr das Zervixkarzinom [157] oder Hautkrebs
[158] beschrieben. Aulterdem fordert HMGB1 die Progression der Leukamie [159], indu-
ziert aber den Zelltod von Tumorzellen durch den metabolischen Einfluss auf die Atmungs-
kette [160]. In einigen Fallen wird im veranderten Gewebe eine erhéhte Expression fest-
gestellt, jedoch korrelierte diese Veranderung nicht mit der Bosartigkeit des Tumors oder
mit einer schlechteren Prognose fur den Patienten, wie im Beispiel des Glioms [161] und
kann dementsprechend an dieser Stelle nicht als geeigneter Biomarker verwendet wer-
den. Bei der Entstehung von Endometriumkarzinomen und eine damit einhergehende Me-
tastasenbildung im Lymphgewebe konnte sogar eine negative Korrelation fuir HMGB1 ge-
zeigt werden [162]. Auch im Falle eines Hirntumors ist nicht geklart, oo HMGB1 eine Rolle
als ,Suppressor oder Promoter” einnimmt [163]. So sind in vielen Publikationen beide Ei-
genschaften beschrieben. Gleichzeitig ist bisher kein eindeutiger Mechanismus der

HMGB1-Funktionsweise in Krebserkrankungen bekannt [164].

In CRC Patienten ist HMGB1 im Tumorgewebe ebenfalls starker exprimiert als in gesun-
den Kontrollen und wird verstarkt freigesetzt [165]. Ein Zusammenhang zwischen der
HMGB1-Konzentration im Serum und einer schlechteren Prognose bzw. einer geringeren
Uberlebensrate konnte jedoch nicht festgestellt werden [123]. Dabei wurde nicht spezifi-
ziert, ob der Krebserkrankung eine CED zugrunde lag. Gleichwohl kdnnte dies ein ent-
scheidender Faktor sein, da HMGB1 in entziindlichen Erkrankungen nachweislich eine
kritische Rolle spielen kann. Der Antikdrper-basierte Ansatz zeigte bereits, dass die
HMGB1-Inhibition CAC im ApcM" Modell lindern kann [151]. Der Einsatz von Glycyrrhizin

verminderte die Krebsbelastung durch die Inhibierung der Immunantwort im Mausmodell
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[153]. Eine Reduktion der HMGB1-Freisetzung durch Ethylpyruvat inhibierte zumindest
bereits das Tumorwachstum im diffusen B-Zell Lymphom [148]. Eine weitere Studie zeigte,
dass die Lokalisation von HMGB1 innerhalb der Tumorzellen (zytoplasmatisch und nuk-
lear) einen Einfluss auf die Prognose des CRC-Patienten hat und unterschiedlich mit den
Tumorstadien zusammenhangt. So soll eine starkere zytoplasmatische Expression von
HMGB1 mit einer schlechteren und eine starke Expression im Nukleus dagegen mit einer
besseren Prognose assoziiert sein [166]. Jedoch wird auch in dieser Studie nicht darauf
hingewiesen, ob in den CRC-Patienten eine entziindliche Vorerkrankung im Darm vorge-
legen hat oder nicht. Eine weitere aktuelle Studie wies kirzlich daraufhin, dass HMGB1
eine LPS-induzierte Entziindung in CRC vermittelt und ein HMGB1-Knockdown mittels
siRNA bzw. HMGB1-Inhibitor diese Entziindung und somit eine Entziindungs-assoziierte
Progression und schlechte Prognose reduziert [167]. Nichtsdestotrotz bleibt der Einfluss
von HMGB1 in CAC weitestgehend unerschlossen und es bedarf weiterer Untersuchun-

gen, um die Funktion des Proteins in dieser Schnittstelle zu verstehen.

1.7 Zielsetzung und Umsetzung

Trotz der hohen Pravalenz und steigender Inzidenzen von CED sind die Therapiemdglich-
keiten extrem begrenzt und es kommen hauptsachlich entziindungshemmende Therapeu-
tika zur Symptomlinderung zum Einsatz. Eine CED steigert zudem das Risiko flr eine
Darmkrebserkrankung um ein Vielfaches. In den letzten Jahren konnte die Inzidenz far
CRC durch frihzeitige Diagnosen und Endoskopien bereits gesenkt werden. Dennoch be-
steht nach wie vor ein hoher Bedarf an neuen Therapiemoglichkeiten. Das DAMP HMGB1
wurde in vielen Studien bereits sowohl mit Entziindungs- als auch Krebserkrankungen
assoziiert und Uberwiegend als pro-inflammatorischer bzw. tumorférdernder Faktor be-
schrieben. Diese Assoziation besteht auch fir CU und CRC, wobei der Kausalzusammen-
hang zwischen CU als Pradisposition und CAC sehr komplex ist und die Funktion des
Proteins HMGB1 hierin noch nicht aufgeklart wurde. Die vorliegende Arbeit untersucht die
funktionale zellulare Relevanz von HMGB1 im Kontext der Immunantwort auf die CU,

spontan auftretendem CRC und CAC. Dazu werden folgende Hypothesen tUberpruft:

o Epitheliales HMGB1 ist funktional an der intestinalen Homdostase und Aufrechterhal-
tung der intestinalen Barriere im Rahmen der Immunantwort auf eine Entziindung im
Kolon beteiligt.

o Auswirkung der konditionellen HMGB1-Deletion auf den Verlauf einer Entzin-
dung im Kolon
o Quantifizierung des Gewebeschadens, einiger Entziindungsmarker, sowie von

Apoptose und Autophagie
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e HMGB1 beeinflusst abhangig von seinem zellularen Ursprung die spontane Karzinoge-
nese im Kolon.
o Untersuchung der klinischen Parameter im Apc™" Modell mit konditioneller
HMGB1-Deletion in Epithelzellen und myeloiden Immunzellen
o Auswirkung der HMGB1-Deletion auf die Gewebestruktur und Entzlindungspara-
meter sowie molekulare Muster in Normal- und Tumorgewebe
o Der Verlauf einer CAC wird durch HMGB1 als immunregulatorischer Faktor, abhangig
von seinem zellularen Ursprung, moduliert.
o Auswirkung der konditionellen HMGB1-Deletion auf die Tumorentstehung sowie

-progression

Zusammenfassend soll im Rahmen dieser Arbeit eine explorative Analyse der funktionel-
len Rollen von HMGB1 aus epithelialen und myeloiden Zellen bei akut-entziindlichen und
chronisch-maladaptiven Prozessen im Darm durchgefiihrt werden. Anhand der darin ge-
nerierten Ergebnisse soll auRerdem eine Grundlage fur weiterflihrende Untersuchungen

zur Funktionsweise von HMGB1 im selben Kontext geschaffen werden.
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2 Material und Methoden

Tabelle 1 | Gerate

Instrument

Hersteller

BD FACSAria™ |l (Cell Sorter)

BD Biosciences, USA

BD LSRFortessa™ (Cell Analyzer)

BD Biosciences, USA

Biowizard Xtra Line Clean Bench

Kojair®, Finnland

CO:2 Inkubator KM-CC17RU2

Panasonic Industrue Europa GmbH, Deutsch-

land

Cooled Inkubator MIR-154-PE

Panasonic Industrue Europa GmbH, Deutsch-

land

Fusion FX Imager

Vilber Lourmat, Frankreich

Improved Neubauer Zahlkammer

Hartenstein, Deutschland

Infinite® F50 Mikroplatten Reader

Tecan Trading AG, Schweiz

Mikroskop BZ-9000 (Biorevo)

Keyence, Japan

Mikroskop DM IL LED

Leica, Deutschland

Mikrotom HM 550

Thermo Scienttific™, USA

Mikrowelle HMT882L

Bosch, Deutschland

Multipette® E3

Eppendorf AG, Deutschland

ND-1000 Spektrophotometer

NanoDrop Technologies, USA

peqSTAR Thermocycler 732-3242

Peqglab, Deutschland

PowerPac™ Basic Power Supply

BioRAD Laboratories, USA

Research plus Pipetten

Eppendorf AG, Deutschland

Semi-dry Blotter

Peqglab, Deutschland

ThermoMixer Comfort

Eppendorf AG, Deutschland

Viia™ 7 System

Applied Biosystems™, USA

Zellsieb ,EASYstrainer 40 ym und 70 um
(542040 und 542000)

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Zentrifuge 5424R

Eppendorf AG, Deutschland

Zentrifuge 5810

Eppendorf AG, Deutschland

Zentrifuge MC 6

Tabelle 2 | Reagenzien, Chemikalien

Reagenz/Chemikalie (Artikelnummer)

Sarstedt, Deutschland

Hersteller

1,4-Dithioerythritol (DTE, D8255)

SIGMA

10x MM (B71)

Thermo Scientific™, USA

Acrylamid (T802.1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland

Agarose (84004)

Biozym Scientific GmbH

Ammonium Persulfat (APS)

PanRreac AppliChem
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Aprotinin SIGMA
Azoxymethan (A5486) SIGMA
Benzamidine SIGMA
Cd4 microbieads, mouse (130-117-043) Mitenyi Biotech GmbH
Collagenase Typ | (C0130) = 125 CDU/mg SIGMA

Dako Antibody Diluent (S0809)

Dako North America, Inc., USA

Dako EnVision+ System- HRP Labelled Poly-
mer Anti-Rabbit (K4003)

Dako North America, Inc., USA

Dako Fluorescent Mounting Medium (S3023)

Dako North America, Inc., USA

Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen Sys-

tem (K3468)

Dako North America, Inc., USA

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

MP biomedicals

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(4984.1)

Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland

DNA-Polymerase (EP072)

Thermo Scientific™, USA

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

EDTA — Solution pH 8.0 (A3145,1000)

PanRreac AppliChem

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

SIGMA

Entellan® new (1.07961.0100)

Merck GKaA, Deutschland

Eosin G-Lsung 0,5% wassrig

Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland

Ethanol vergallt

Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland

Fetal Calf Serum (FCS), heat inactivated

Gibco™, USA

Formaldehyde solution (F8775-25ML)

SIGMA

Glycerol (G7757-1L)

SIGMA

Goat Serum (Normal) (X0907)

Dako Denmark A/S, Danemark

HBSS (10X) (14065-056)

Gibco™, USA

Hemalum solution acid cc. To Mayer

Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland

HEPES (H4034-500G)

SIGMA

Hoechst (33258)

Invitrogen™, USA

Kaliumchlorid (6781.1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland

Kaliumchlorid (6781.3)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (1.04873.1000)

Merck GKaA, Deutschland

LB-Agar (X969.2)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

LB-Medium (L3522)

SIGMA
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Leupeptin (L2884)

SIGMA

LS Columns (130-042-401)

Mitenyi Biotech GmbH

Methanol (1437.2511)

ChemSolute® (Th. Geyer)

Midori Green (MGO08)

Nippon Genetics Europe GmbH

Nalidixinsdure (N8878) angesetzt: 20 mg/ml
stock in 0,1 M NaOH

SIGMA

Natriumbicarbonat (S5761-500G) SIGMA
Natriumchlorid Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland
Natriumorthovanadat (S6508-10g) SIGMA

PageRule™ Plus Prestained Protein Ladder,
10 bis 250 kDa

Thermo Scienttific™, USA

Percoll

GE Healthcare Life Sciences, UK

PMSF (P-7626)

SIGMA

Protein Block Serum-Free Ready-to-Use
(C0909)

Dako North America, Inc., USA

Proteinase K, recombinant (03115828001)

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland

Roti®-Histofix 4%

Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland

RPMI medium 1640 (1x) + GlutaMAX™

Gibco™, USA

Sodium dodecyl sulfate (SDS), ultra pure
(2326.2)

Carl Roth Gmbh + Co. KG, Deutschland

Skimmed Milchpulver

Spinnrad GmbH, Germany

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

BioRAD Laboratories, USA

TagMan™ Fast Advanced PCR Master Mix

Applied Biosystems™, USA

TagMan™ Universal PCR Master Mix

Applied Biosystems™, USA

Tetramethylethylenediamine (TEMED) SIGMA
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (1.06448.1000) Merck GKaA, Deutschland
Triton™ X-100 (T8787-100ML) SIGMA

Trizma® base (T1503-1KG) (Tris base) SIGMA

Trizma® hydrochloride (T5941-500G) (Tris SIGMA

HCI)

Trypan Blue solution 0.4% for SIGMA

microscopy

Tween® 20 (A4974,0250)

PanRreac AppliChem

UltraComp eBeads™ Compensation Beads

Invitrogen™, USA

UltraPure™ Destilled Water (10977-035)

Invitrogen™, USA

Wasserstoffperoxid (1.07209.1000)

Merck GKaA, Deutschland

Xylol z.A.

ChemSolute® (Th. Geyer), Germany
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2.1 Selbst angesetzte Puffer und Losungen

10x PBS Puffer

160 g Natriumchlorid (NaCl)

4 g Kaliumchlorid (KCI)

28,8 g Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPO4)

4,8 g Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)

Ldésen in 1600 ml voll entsalztem (VE)-H20 und pH 7,4 einstellen

Auf 2 | mit VE-H20 auffiillen und autoklavieren

10x TBS Puffer fiir die Gelelektrophorese
60,5 g Tris

87,6 g Natriumchlorid (NaCl)

Ldésen in 800 ml VE-H20 und pH 7,4 einstellen

Auf 1 | mit VE-H20 auffiillen und autoklavieren

Citrat Puffer fir Inmunhistochemie

2,94 g tri-Natriumcitrat Dihydrat (CeHsNazO7 « 2 H20)
Lésen in VE-H20 und pH 6,0 einstellen

Auf 1 | mit VE-H20 auffiillen

0,5 ml 10 % Tween® 20 hinzufligen

Proteinase K Puffer

1,12 g Tris base

0,186 g EDTA

1,169 g Natriumchlorid (NaCl)

2 ml 10 % SDS Lésung

Lésen in 100 ml VE-H20 und pH 8,0 einstellen

RNase Puffer fiir die Biopsien

0,363 g Tris base

0,0876 g EDTA

Lésen in 300 ml VE-H20 und pH 8,0 einstellen
60 pl RNase (100mg/ml) hinzufiigen

Bei 4 °C lagern

DTE Losung fiir die Zellisolsation
50 ml 10x HBSS

50 ml 10x HEPES-Bicarbonat Puffer
50 mI FCS (10%)

350 ml destilliertes H20

15,4 mg DTE/100ml (1mM final)
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Collagenase-Verdau Losung fiir die Zellisolation
500 ml RPMI medium 1640 (1x) + GlutaMAX™

55 mlI FCS (10%)

5,5 ml 100x HGPG

1 ml 0,5 M CaClz (1mM final)

1 ml 0,5 M MgCl2 (1mM final)

100 U/ml Collagenase, 60pul pro 6 ml

DNase (~5000 U/ml)

PerColl Lésungen fiir den Gradienten der Zellisolation

90 % (V/V) PerColl-Stock (100 ml): 90 ml PerColl + 10 ml 10x PBS
67 % (VIV) PerColl (100 ml): 67 ml PerColl-Stock + 33 ml 1x DPBS
40 % (VIV) PerColl (100 ml): 40 ml PerColl-Stock + 60 ml 1x DPBS

HEPES-Bicarbonat Puffer (10x)
23,8 g HEPES (100 mM final)

21 g Natrium Bicarbonat (250 mM final)

Mit destilliertes H20 auf 1 | auffillen

pH auf 7,2 mit HCI justieren

Fir < 1 Monat bei RT lagerbar

RIPA Lyse-Puffer fiir die Proteinisolation

150 mM NaCl (aus 5 M NaCl Ldsung)

5 mM EDTA (aus 0,5 M EDTA, pH 8,0 L6sung)

50 mM Tris HCI (aus 1 M Tris, pH 8,0 Ldsung)
1,0 % Triton-X 100

0,5 % Natrium Deoxycholat (aus 10 % Lésung)
0,1 % SDS (aus 10 % SDS L6ésung)

pH auf 7,4 mit HCI justieren

Bei 4 °C zu lagern

Tabelle 3 | Kits
Kit Hersteller
Pierce™ BCA Protein Assay kit (23227) Thermo Scienttific™, USA
BD Cytofix/Cytoperm™ Plus (555028) BD Biosciences

Applied Biosystems™ High-Capacity cDONA Re-  Thermo Scienttific™, USA
verse Transcription Kit (4368814)

IBL International HMGB1 ELISA Tecan, Deutschland / Schweiz
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In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red von
Roche (12156792910)

Merck GKaA, Deutschland

NucleoSpin® RNA (740955.250)

Macherey Nagel GmbH und Co. KG,

Deutschland

Super Signal West Dura Chemiluminescent
Substrate

Tabelle 4 | Software

Software

Pierce, USA

Entwickler

BD FACSDiva Software

BD Bisciences, USA

Evolution Capt

Vilber Lourmat, Frankreich

FlowJo Software

Tree Star, Inc., USA

GraphPad Prism 8

GraphPad, USA

ImageJ Fiji

Wayne Rasband (NIH), USA

Magellan

Tecan Trading AG, Schweiz

Microsoft Office 2016 und 2019

Microsoft Corporation, USA

QuantityOne Software

BioRAD Laboratories, USA

ViiA 7 System

Applied Biosystems, USA

Zotero

Roy Rosenzweig Center for History and

New Media, George Mason University

2.2 In vivo Versuche

Die Tierversuche, die wahrend dieser Arbeit durchgefihrt worden sind, wurden von der
Behdrde fur Gesundheit und Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg ge-
nehmigt. Die Tierversuchsantrdge ORG_784, G042/15 und G124/17 waren hierfur die
Grundlage. Die Versuchstiere wurden in der Forschungstierhaltung des Universitatsklini-
kums Hamburg-Eppendorf (UKE) geziichtet und gehalten. Dabei hatten sie nach Belieben
Zugang zu Wasser und Futter und waren auf einen 12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus einge-
stellt. Die Versuchstiere wurden mindestens 2 Wochen vor Versuchsbeginn aus der Zucht-
tierhaltung in die Barrieren flir die experimentelle Durchflihrung transferiert, um ihnen eine
Eingewohnungszeit zu gewahren und ein erhdhtes Stressniveau zu Versuchsbeginn zu
vermeiden. Die Versuche wurden ab einem Mindestalter von 8 Wochen gestartet. Die Ver-
suchsmodelle sind ab Abschnitt 2.2.3 detailliert beschrieben. In den Kafigen wurden vor
und wahrend des Versuchs stets Versuchstiere mit unterschiedlichen Genotypen gehal-

ten, um einen moglichen Einfluss unterschiedlicher Mikrobiome zu unterbinden.
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2.2.1 Mauslinien

Alle verwendeten Mauslinien haben einen C57BL/6J Hintergrund und kommen urspriing-
lich aus The Jackson Laboratory. Die Hmgb1-gefloxte Maus (Hmgb1" = Wt Kontrolle)
wurde von Robert F. Schwabe von der Columbia University, New York, USA zur Verfi-
gung gestellt. Fur die HMGB1-Deletion sind /loxP Sequenzen zwischen Exon 1 und 2 bzw.
4 und 5 des HMGB1-kodierenden Gens auf Chromosom 5, 89.18 cM gezielt inseriert [168].
Ein sogenannter konditioneller Knockout (KO) entsteht durch die Verpaarung von Hmgb 1%
Mausen mit heterozygoten Cre-Rekombinase-positiven Mausen (Hmgb1°®™*) in den jewei-
ligen Promoter-spezifischen Zellen. Exons 2 bis 4 werden ausgeschnitten, wodurch die
Expression des Gens (156/215 Aminosauren) nicht mehr erfolgt (Abbildung 5 A). In dieser
Arbeit wurden Hmgb 1" Mause mit Villin cre/+ (Insertionsstellen unbekannt, 16 Kopien im
Chromosom 17) oder LysM cre/+ (Gen-Insertion in Chromosom 10, 65.34 cM) Mausen
verpaart, um HMGB1 gezielt in intraepithelialen Zellen des Intestinaltrakts (Hmgb1~EC
[169]) beziehungsweise Immunzellen der myeloiden Blutzelllinie (Hmgb12-sM [170]) zu
entfernen. Zu den Leukozyten der myeloiden Linie gehéren Monozyten, Dendritische Zel-
len, Mastzellen und Granulozyten. T- und B-Lymphozyten sind dementsprechend vom
ALysM-KO ausgeschlossen [170]. HMGB1 war in Hmgb 125¢ und Hmgb 128%™ M&usen auf
Transkriptionsebene im Kolongewebe um 91,34 % (p=0,0002, n=8) bzw. isolierten bone
marrow derived macrophages (BMDMs) um 81,55 % (p=0,0286, n=4) verglichen zu
Hmgb 1™ (ncoon=8; nemoms=4) Mausen signifikant herunterreguliert (Abbildung 5 B). Die
Proteinmenge von HMGB1 in den BMDMs war ebenfalls stark reduziert (Abbildung 5 C).
Die effektive Deletion in Epithelzellen konnte mithilfe der HMGB1-spezifischen immunhis-

tochemischen Farbung gezeigt werden (Abbildung 5 D).

Die Rag1’ Maus wurde von der AG S. Huber (UKE) zur Verfligung gestellt. In RAG-1-
defizienten Mausen ist die B- und T-Zell Differenzierung beeintrachtigt, wodurch es zum
Aussetzen der V(D)J Rekombination kommt und somit keine adaptive Immunantwort
(Cd3*, Cd4*, Cd8* Zellen nicht vorhanden) ausgebildet wird [171]. Die Zellen des angebo-
renen Immunsystems sind von dieser Deletion nicht betroffen. Die Apc™" Maus wurde
Uber The Jackson Laboratories bestellt. Die Abkurzung ,Min“ ist auf multiple intestinal ne-
oplasia zuruckzufiihren und basiert auf einer chemisch induzierten (ENU) Punktmutation
im APC Gen auf Chromosom 18. Die ApcM™ Maus wurde um 1990 entwickelt und wird
seither aufgrund ihrer Genetik flir Tumorstudien eingesetzt [172], [173]. Der Einsatz der
speziellen Mauslinien in den verschiedenen Modellen wird ab Kapitel 2.2.2 detaillierter

erlautert.
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Abbildung 5 | Cre-Lox Strategie und effektive Deletion.

A) Exons 2 bis 4 von Hmgb1 sind mit LoxP Sequenzen homozygot flankiert (Hmgb 1), sodass die
jeweils inserierte Cre-Rekombinase (Bsp.: Villin Cre) diese flankierten Exons herausschneidet. Die
Knockout Maus (Hmgb 12EC) exprimiert fortan kein funktionales HMGB1 mehr in den Epithelzellen.
B) relative Expression von Hmgb1 in Kolongewebe bzw. isolierten bone marrow derived macropha-
ges (BMDMs) in Hmgb 12EC bzw. Hmgb 12¥sM im Vergleich zu Hmgb 1. C) Nachweis von HMGB1
auf Proteinebene in C) BMDMs mittels Western-Blot und D) im Kolongewebe mittels HMGB1-spe-
zifischer immunhistochemischer Farbung.

Tabelle 5 | Mausstamme

Name Jax-ID / MGI-Nummer Offizieller Name der Linie
Hmgb 17 031274 / 5629589 B6.129S-Hmgb 1im?-1Rshw/
Villin-cre 004586 / 2448639 B6N.Cg-Tg(Vil1-cre)997Gum
LysMcre 004781 / 1934631 B6.129P2-Lyz2im1(cre)ifo
Rag1+ 002216 / 1857241 B6.129S7-Rag1miMom/J
ApcMin 002020 / 88039 C57BL/6J-ApcMin/d

2.2.2 DSS-Colitis

Die Gabe des Salzes Dextran-Natriumsulfat Uber das Trinkwasser induziert in Mausen
eine akute Colitis. In den hier vorgelegten Versuchen wurde dabei eine Konzentration von
1,5 - 2,0 % (m/V) eingesetzt. Neben der taglichen Gewichtskontrolle im Versuchsverlauf
wurden die Tiere (wenn nicht anders angegeben) an den Tagen 0 (Gesundkontrolle), 4

und 8 endoskopisch untersucht und somit der Schweregrad der Colitis bewertet.
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AulRerdem wurde Uber den gesamten Versuch das Gewicht der Tiere aufgezeichnet. Nach
7 Tagen DSS-Gabe wurde wieder auf reines Wasser umgestellt (Abbildung 6), was auf
langere Sicht zur Regeneration fuhrt. Das DSS-Modell ist ein gut etabliertes und einfaches
Modell, um die Colitis an Mausen zu studieren [174]-[176].
E
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Abbildung 6 | Versuchsschema der murinen DSS-Colitis.

Uber das Trinkwasser wurde den Hmgb1-KO und -gefloxten Méausen 1,5-2,0 % (m/V) Dextran-
Natriumsulfat (DSS) verabreicht. Die Kontrolltiere hatten im selben Zeitraum normales Trinkwasser
zur freien Verfiigung. Das DSS-versetzte Wasser wird nach 7 Tagen wieder auf normales Trink-
wasser umgestellt. An Tag 8 wurden die Mause sakrifiziert und die Organe entnommen (OE), es
sei denn, es wird im Ergebnisteil anders angegeben. Die Versuchstiere wurden mittels Endoskopie
(E) und taglicher Gewichtsaufzeichnung tberwacht.

2.2.3 Citrobacter rodentium Infektion

Fur die Anzucht von Citrobacter rodentium (ICC180, Nalidixinsdure- und Kanamycin-Re-
sistenz, [177]) wurde eine 5 ml LB Medium Kultur inokuliert. Diese Vorkultur wurde tber
Nacht (16 Stunden) bei 37 °C geschittelt inkubiert. Von dieser Vorkultur wurden am
nachsten Morgen 100 ml LB Medium mit 250 pl Nalidixinsdure Stock (20 mg/ml in 0,1 M
NaOH) mit je 200 pl der Vorkultur inokuliert und fur 2 bis 3 Stunden bei 37 °C geschuittelt
inkubiert, um die log Phase der Bakterien abzupassen. Dieser Ansatz wurde fir 10 min.
bei 3000x g zentrifugiert. Das Pellet wurde 2-mal in PBS gewaschen und zentrifugiert. Das
gewaschene Pellet wurde in DPBS resuspendiert und die ODesoo gemessen (1,0 2 10°
CFU, Blank: DPBS). Hierfur wurde eine Verdinnungsreihe angesetzt und mehrfach ge-
messen, um eine genauere Konzentration bestimmen zu kdnnen. Der Ansatz wurde da-
raufhin auf die gewlinschte Inokulationsdosis verdinnt. Im Experiment wurden die Ver-
suchstiere mit einer Infektionsdosis von 1-2*10° CFU in 200 pl oral gavagiert. Nach der
Infektion der Tiere wurde aus dem verbleibenden Bakterienansatz eine Verdunnungsreihe
auf MacConkey Agar ausplattiert, um nochmals die Infektionsdosis bestatigen zu kénnen.
Zur Infektionskontrolle wurden entsprechende Kontrollmause mit DPBS (in dem die Bak-
terien verdunnt wurden) oral gavagiert. Der Infektionsversuch wurde nach 7 Tagen been-
det (Abbildung 7). Das Gewicht wurde Uber den gesamten Zeitraum aufgezeichnet. Fur
die Bestimmung des Titers der infizierten Tiere wurde ein Stuhlpellet gewogen und in 5 ml
PBS homogenisiert. Das Homogenat wurde daraufhin seriell in DPBS verdunnt, auf LB
Agar mit Nalidixinsdure ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Zur Feststellung
der C. rodentium Kultur wurden Einzelkolonien der Ausstriche gepickt und mittels PCR auf

das espB Gen getestet. Das murine Infektionsmodell mit C. rodentium vermittelt in
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Abhangigkeit von der Infektionsdosis, der Genetik sowie der mikrobiellen Variation im
Darm der Versuchstiere eine unterschiedlich starke Colitis. Diese weist groRe Ahnlichkei-
ten mit enteropathogenen und enterohamorrhagischen E. coli-Infektionen auf. Daher dient
die C. rodentium Infektion als geeignetes Modell zur Untersuchung einer bakteriell-vermit-

telten Immunantwort im Darm [178], [179].

.
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Abbildung 7 | Versuchsschema zur Citrobacter rodentium Infektion.

Den Versuchstieren wurden von 1-2*10° CFU Citrobacter rodentium in 200 pl oral verabreicht. Als
Infektionskontrolle diente die orale Gavage mit 200 yl DPBS. Nach 7 Tagen wurden die Mause
sakrifiziert und die Organe entnommen (OE).

2.2.4 Cd45RBhsh-yermittelte Colitis

Um die Cd45RB"9"-vermittelte Colitis zu induzieren, wurden Lymphozyten aus Lymphkno-
ten und der Milz von 8 bis 12 Wochen alten weiblichen Wildtyp (WT) Mausen isoliert. Daftr
wurden die Tiere mit einer Mischung aus 80 % COz und 20 % O2 narkotisiert und anschlie-
Rend mit 100 % CO2 und zervikaler Dislokation getotet. Die Organe wurden unmittelbar
nach der Entnahme in RPMI medium 1640 (1x) + GlutaMAX™ auf Eis gesammelt. Fir die
Isolation wurden die Organe durch ein 100 um Zellsieb gerieben bzw. homogenisiert, mit
FACS Puffer (DPBS/2,5%FCS) versetzt und bei 4 °C und 350x g fur 10 min. zentrifugiert.
Mithilfe von 100 ul/ml magnetic-activated cell sorting (MACS) beads und 300 pyl MACS
Puffer (2 mM EDTA, 1 % FCS in PBS) pro Donor wurden nach Angaben des Herstellers
(Miltenyi Biotec GmbH) die Cd4* Zellen isoliert und angereichert. Diese wurden mit FACS
Antikdrpern (siehe Tabelle 7) gefarbt (20 min. bei 4 °C), 10 min. bei 4 °C und 350x g zent-
rifugiert und in FACS Puffer resuspendiert. AnschlieRend wurden die isolierten, gefarbten
Zellen nochmals durch ein 40 ym Zellsieb gefiltert und am BD FACSAria™ Il (Cell Sorter)
in der UKE Cytometry und Cell Sorting Core Unit sortiert, sodass nur Cd4*Cd25
Cd45RB"s" Zellen gesammelt wurden. Die Zellen wurden gezahlt und so konzentriert,
dass den Rag-defizienten Empfangermausen (Rag’") 2x10° Zellen in einem angemesse-
nen Volumen intraperitoneal (i.p.) injiziert werden konnten. In der gesunden Kontroll-
gruppe wurde Wurfgeschwistern zum Vergleich PBS (Vehikel) injiziert. Die sich entwi-
ckelnde Colitis wurde anhand von Gewichtsverlust, Endoskopie und Histologie nach Ent-
nahme bewertet (Abbildung 8). Die Cd45RB"9"-vermittelte Colitis wurde 1994 von Powrie
et al. erstmals etabliert und wurde seither zu einem hilfreichen Modell zur Untersuchung
von CEDs weiterentwickelt [180]-[182]. Bei einem Ungleichgewicht von Effektor T-Zellen

zu regulatorischen Immunzellen oder einem vorliegenden Defekt der regulierenden
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Mechanismen, kann sich eine chronische T-Zell-vermittelte Entziindung entwickeln. Durch
einen Uberfluss von Effektor T-Zellen sowie die ausschlieBlich pro-inflammatorischen Ei-
genschaften dieser transferierten Zellen entsteht ein entzindliches Milieu im Darm,
wodurch das Gewebe auf chronische Weise zu Schaden kommt [53], [183]. Durch die
Abwesenheit von anderen T- und B-Zellen kann der Fokus auf die Immunzellen der ange-

borenen Immunantwort innerhalb der chronischen Colitis gelegt werden.

% 4*105 Zellen
+ wdchentl. Endoskopie OIE‘
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Abbildung 8 | Versuchsschema der Cd45RB"¢" Colitis.

I.p. Injektion von 4x10° Cd45RB"gh Zellen aus WT Donormausen in Rag’- Rezipienten, die zusatz-
lich eine zellspezifische Hmgb1 Deletion oder lediglich die Hmgb 1-flankierenden loxP Stellen tru-
gen. Mittels wochentlicher Endoskopien wurde das Voranschreiten der Colitis Gberwacht und be-
wertet. Gleichzeitig wurde das Gewicht der Mause dokumentiert.

2.2.5 ApcMn — spontane Karzinogenese

Die ApcM Maus entwickelt aufgrund ihrer Punktmutation im Gen des Tumorsuppressors
APC ein Familidre Adenomatdse Polyposis (FAP)-ahnliches Syndrom. FAP ist eine auto-
somal-dominante Erbkrankheit des Menschen in dessen Pathogenese sich vor allem im
Dinndarm Adenome bilden (multiple intestinal neoplasia, Min), aber im weiteren Verlauf
auch kolorektale Karzinome (CRCs). APC ist ein entscheidendes Schllisselprotein im
WNT/B-Catenin Signalweg. Neben diesem Signalweg, der durch die Mutation von APC
beeinflusst wird, kbnnen aber auch andere Faktoren eine Rolle in diesem Krebsmodell
spielen [184], [185]. Aus diesen Griinden gilt das Apc™" Modell im Vergleich zu anderen
murinen Karzinogenese-Modellen als physiologischer. Die Mduse wurden in einem Alter
von etwa 12 bis 13 Wochen sakrifiziert (Abbildung 9). Der Endzeitpunkt wurde anhand des
Phanotyps der epithelial Hmgb1-deletierten Mause festgelegt. Die ApcM™ Maus wird hete-
rozygot (deswegen auch Apc*™n) geziichtet, da die homozygoten Nachkommen nicht le-
bensfahig sind. Die ApcM"™ Mause werden in dieser Arbeit wahlweise mit Apc"' (entspricht

Apc*’*) Mausen als Kontrollgruppe verglichen.

Gelburt QE
—~— 0 12-13  wochen

Abbildung 9 | Versuchsschema zum ApcV™ Mausmodell.

Die ApcMin (=Apc*/min) Mause wurden mit den verschiedenen Hmgb1-deletierten Mausen gekreuzt.
Fir die Untersuchung der Tumorentwicklung wurden die Mause regelmafig auf ihren Gesundheits-
zustand untersucht und in einem Alter von 12-13 Wochen sakrifiziert. Dieser Zeitpunkt wurde durch
den Phanotyp der Hmgb 14'EC Mause vorgegeben.
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2.2.6 AOM/DSS - Colitis-assoziierte Karzinogenese

Um die Colitis-assoziierte Karzinogenese (CAC) in den konditionellen KO-Mausen zu un-
tersuchen, wurde ein chronischer Entziindungszustand im Kolon hervorgerufen. Dieser
wurde induziert, indem die Versuchstiere drei Behandlungszyklen von je 5 Tagen DSS
plus 16 Tage Wasser durchlaufen haben, sodass sich eine Zykluslange von 21 Tagen
ergab. Initial wurde allen Mausen 5 Tage vor der ersten DSS Gabe 10 mg Azoxymethan
(AOM) pro kg Kérpergewicht (KGW) i.p. injiziert. Zur Uberwachung der Tumorentwicklung
und -belastung wurden die Mause stets an Tag 21 eines Zyklus endoskopiert und bewer-
tet. AuBerdem wurde das Gewicht der Tiere Uber den gesamten Versuchsverlauf aufge-
zeichnet (Abbildung 10). Dieses Modell gilt als geeignetes Tiermodell zur Untersuchung
der CAC, wie sie bspw. auch in chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen im Menschen
beschrieben werden [186]-[189].

%AOM E E E

| | | |

.. DSS. | DSS DSS OE

ST =) 50 5 21 26 42 47 63 Tag

Abbildung 10 | Versuchsschema zum AOM/DSS Mausmodell.

I.p. Injektion von 10 mg/kg KGW AOM in die konditionellen Hmgb1 KO-Mause und die gefloxten
Kontrollmause. 5 Tage nach der AOM-Injektion folgte die erste DSS-Gabe Uber das Trinkwasser
fur 5 Tage und damit der erste DSS-Zyklus von insgesamt 21 Tagen. Endoskopien (E) wurden
jeweils am Ende eines jeden Zyklus vorgenommen. Insgesamt wurden 3 DSS-Zyklen dieser Art
umgesetzt. Das Gewicht der Versuchstiere wurde Uber den gesamten Zeitraum dokumentiert.

2.3 Maus-Kolonoskopie

Zur Uberwachung und Beurteilung der Krankheitszustdnde wahrend der DSS-Behandlun-
gen und der Karzinogenese, wurden die Versuchstiere von Penelope Pelczar der AG Hu-
ber am UKE endoskopiert. Dazu wurden die Mause mittels Isofluran narkotisiert (Inhalati-
onsnarkose) und ,blind“ bewertet. Die Methode ist 2005 und 2006 von Becker et al. publi-
ziert [190], [191] und bietet eine Prozess-Standardisierung fur eine zuverlassige in life-
Bewertung der mukosalen Schadigung, wodurch die Maus-Kolonoskopie als valide Ana-
lyse in die Bewertung der Versuche einflieen kann. Der Endoskopische Index beinhaltet
funf verschiedene Parameter: Transparenz, Vaskularitat, Fibrin, Granularitat und Stuhl-
konsistenz. Fur jeden dieser Parameter konnen 0 bis 3 Punkte und somit additiv insgesamt
15 Punkte vergeben werden. Je hdher der Endoskopische Index, desto schwerer ist somit
der Colitis bewertet. Die Bewertung der Tumore richtet sich nach deren Grof3e und Diffe-
renzierung. Die Tumore werden mit 1 bis 5 Punkten bewertet. Die Punkte addieren sich

mit der Anzahl der Tumore auf, wodurch der gesamte Tumor Score Uber 5 Punkten liegen
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kann. Neben dem Endoskopischen Index (Colitis) und dem Tumor Score bietet die Maus-

Kolonoskopie die Mdglichkeit hochauflésende reprasentative Bilder zu generieren.

2.4 Organentnahme

Fir die genaue Analyse des Kolons, wurden die Mause mit einem CO, und O»-Gemisch
betaubt und mit CO; eingeschlafert. Kurz darauf wurde Uber der Vena cava (grof3e Hohl-
vene) final Blut entnommen, aus welchem durch Zentrifugation tGber 10 min. bei 2000x g
Serum gewonnen wurde. Dieses Serum wurde fiir die ELISA Analyse verwendet. Nach
der Blutentnahme wurde das Kolon freigelegt und von unterhalb des Zakums bis zum A-
nus vermessen. Nachdem der gesamte Stuhl gesammelt und als Probe in Stickstoff ein-
gefroren wurde, wurde der Darm mit DPBS gespllt und daraufhin fir die verschiedenen
Analysen eingeteilt (siehe Abbildung 11). Fur die Anfertigung der Gewebeschnitte wurde
das distale Ende (~1 cm) des Kolons verwendet (Kapitel 2.7.1). Die 1 - 1,5 cm oberhalb
davon wurden fur die RNA- und Protein-Isolationen eingesetzt. Dafur wurden sie unmittel-
bar nach Entnahme in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -20 °C kurzfristig oder -
80 °C langfristig gelagert. Der restliche proximale Abschnitt des Kolons wurde fur die Zel-
lisolation und anschlie®ende FACS Analyse bendétigt. Dafir wurde er langs aufgetrennt
und nochmals in DPBS gespult. Bis zur weiteren Verarbeitung (Kapitel 2.5) wurde das
Gewebe in RPMI medium 1640 (1x) + GlutaMAX™ auf Eis gelagert. Fur die Histologie
einiger ApcM" Mause wurde das Kolon in voller Lange als sogenannte swiss roll fixiert. Die
luminale Darmseite zeigt beim Aufrollen des Kolons nach auf3en. Das Kolon wird von pro-
ximal nach distal aufgerollt, der proximale Teil befindet sich also im Inneren der swiss roll,

der distale Teil auflRen.
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Caecum
Abbildung 11 | Einteilung des Kolons wéahrend
der Organentnahme.
Das Kolon wurde kurz unterhalb des Zakums abge-
lleum / trennt und in weitere Stiicke fiir die FACS-, Protein-,
terminales RNA- und histologische Analysen unterteilt. Der

FACS-Teil wurde vor der Weiterverarbeitung lon-
gitudinal aufgetrennt, da die Immunzellisolation
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2.5 Tumor Score

Nach der Organentnahme wurden die Tumore unter einem Makroskop ausgezahlt und
nach ihrer GroRe bewertet. Durch die additive Bewertung fir kleine (1 mm) & 1, mittlere
(2-3 mm) 2 3 und groRe Tumore (3-5 mm) £ 5, ergibt sich der (makroskopische) Tumor

Score, die die Tumorbelastung der Maus beschreibt.

2.6 Isolation der Immunzellen aus dem Kolon

Ein fur die FACS-Analyse enthnommenes Darmstiick wurde in etwa 0,5 cm lange Stlicke
zerkleinert und in 10 ml der frisch angesetzten DTE-L6sung gegeben. Das DTE wurde erst
kurz vor der Isolation in die vorgekuhlte DTE-L6sung gegeben und geldst (siehe Tabelle
2 und Abschnitt 2.1). Darauf folgte eine 20 min. lange Inkubation bei 37 °C auf dem Schutt-
ler (15 ml Falcon, liegend). Im nachsten Schritt wurde die Flissigkeit mit Gewebestlcken
in eine Petrischale entleert, das Gewebe in den Petrischalendeckel Uiberfithrt und dort mit
einer Sezierschere weiter zerkleinert. Die restliche DTE-L6sung wurde in ein 50 ml Falcon
gegeben und mit PBS/1%FCS aufgefiillt, bei 400x g fiir 5 min. zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Die ersten Zellen, die sich hier bereits im Pellet befunden haben, wurden
in circa 10 ml PBS/1%FCS resuspendiert und auf Eis gelagert. Gleichzeitig wurde das
zerkleinerte Gewebe in 6 ml frisch angesetzter Collagenase-Ldsung (60 ul Collagenase
(100 mg/ml) und 12 ul DNase (5000 U/ml)) bei 37 °C fir 45 min geschittelt inkubiert
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(15 ml Falcon, liegend). Nach dem Collagenase-Verdau wurde die gesamte Losung mit
Gewebe durch ein 100 um Zellsieb mit den zuvor bereits gewaschenen Zellen vereint und
mit PBS/1%FCS gespllt. Das Gewebe bzw. die geldsten Zellen wurden im Zellsieb zu-
satzlich mit dem Stempel einer 1 ml Spritze leicht durch das Zellsieb gerieben und weiter
zwischendurch gespult. AnschlieBend wurde die Suspension auf 50 ml mit PBS/1%FCS
aufgefiillt, bei 400x g fir 10 min. zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde im nachsten Schritt direkt mit 4 ml der 40 % PerColl-Lésung resuspendiert und vor-
sichtig auf 4 ml der 67 % PerColl Lésung (in 15 ml Falcon vorgelegt) geschichtet (siehe
Tabelle 2 und Abschnitt 2.1). Der PerColl-Gradient wurde fiir 20 min. bei RT und 400x g,
Beschleunigung 1 und Bremse 1 zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die Inter-
phase des Gradienten mit den darin befindlichen Immunzellen mithilfe einer 1 ml Pipette
abgenommen und in ein weiteres 50 ml Falcon Uberfihrt. Die Zellsuspension wurde mit
etwa 30 ml PBS/1%FCS aufgeflllt und nochmals bei 400x g fur 5 min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 500 pl FACS-Puffer (DPBS/2,5%FCS) re-

suspendiert.

2.6.1 FACS - Durchflusszytometrie Farbung

Fir die Farbung der isolierten Immunzellen wurde die Zellsuspension im FACS Réhrchen
fir 3 min. bei 475x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden nun mit
1 ul fixierbarem Totzellen-Farbstoff (Zombie Aqua™ von BioLegend, Cat# 423101) in
100 ul DPBS resuspendiert und fir 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nun wurden 200 pl
FACS Puffer hinzugefugt und fur 3 min. bei 475x g zentrifugiert (gewaschen). Nach dem
Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in 50 yl Fc Block Lésung (anti-mouse
Cd16/32, 1:200 in FACS Puffer) bei 4 °C fur 5 min. inkubiert. Die Antikdrper, die an extra-
zellulare Zielproteine binden (siehe Tabelle 6 und Tabelle 7), wurden in 50 yl FACS Puffer
mit ihrer jeweiligen Verdinnung gel6ést und zum Fc Block hinzugefugt, sodass die Zellen
nach diesem Schritt in 100 pl vorlagen. Die gesamte Mixtur wurde fur 25 min. bei 4 °C
inkubiert. Auf diesen Farbeschritt folgten ein Waschschritt mit 200 ul FACS Puffer und eine
Zentrifugation fir 3 min. bei 475x g. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen zur
Fixierung in 100 pl DPBS/4 % PFA resuspendiert und fur 10 min. bei 4 °C inkubiert. Es
folgte ein letzter Waschschritt mit 200 pl FACS-Puffer und Zentrifugation bei 475x g fur
3 min. Der Uberstand wurde verworfen und die gefarbten, fixierten Zellen mit 200 ul FACS-
Puffer resuspendiert. Somit waren die Zellen bereit fur die Messung am BD LSRFor-
tessa™ (Cell Analyzer) oder BD FACSAria™ |l (Cell Sorter). Im Fall einer zusatzlichen
intrazellularen Farbung von Arginase 1, wurden die Zellen direkt nach der Isolation und
vor der Farbung fur 4 Stunden mit BD GolgiPlug in RPMI/10%FCS bei 37 °C inkubiert.

Das Farbeprotokoll richtete sich dann nach den Angaben des Herstellers des genutzten
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BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Kits. Vor der zellspezifischen Analyse wurden die Fluores-
zenzkanale kompensiert, indem daflr vorgesehene Kompensationskiigelchen (UltraComp
eBeads) mit jeweils einem Antikorper der getesteten Antikdrper-Kombination nach Anga-
ben des Herstellers gefarbt und einzeln eingelesen wurden. Die Laserintensitaten wurden

dementsprechend fiir jede Farbstoffkombination angepasst.

Tabelle 6 | FACS Antikorper (innate panel)

Fluorochrom/Antigen (Artikel-Nummer) Verdinnung  Klon

APC anti-mouse Cd11b (BLD-101212, Biolegend) 1:400 M1/70

PE anti-mouse Cd11c (BLD-117308, Biolegend) 1:200 N418
Anti-mouse Cd16/32 (BLD-101302, Biolegend) Fc Block 1:400 93 Biolegend
FITC anti-mouse F4/80 (BLD-123108, Biolegend) 1:400 BMS8

PE/Cy7 anti-mouse F4/80 (BLD-123114, Biolegend) 1:400 BM8
PerCP/Cy5.5 anti-mouse Ly-6C (BLD-128012, Biolegend) 1:800 HK1.4
BV421™ anti-mouse Ly-6G (BLD-127628, Biolegend) 1:400 1A8

PE anti-mouse Arg1, eBioscience™ (12-3697-82, Invitrogen) 1:200 AlexF5

Tabelle 7 | FACS Antikorper (Cd45RB"9" sorting)

Fluorochrom/Antigen (Artikel-Nummer) Verdiinnung  Klon
PacBlue™ anti-mouse Cd4 (BLD-100531, Biolegend) 1:300 RM4-5
FITC anti-mouse Cd25 (BLD-101908, Biolegend) 1:100 3C7
AF-647 anti-mouse Cd45RB (BLD-103312, Biolegend) 1:300 C363-16A

2.6.2 FACS - Analyse

Mithilfe der Durchflusszytometrie werden die Zellen anhand ihrer Struktur, Form und zell-
spezifischen Farbung auf ihre Eigenschaften analysiert. Das FACS-Gerat zeichnet ein-
zelne Ereignisse auf, die durch die BD FACSDiva Software gesammelt und anschlielend
analysiert werden kénnen. Die Analyse wurde mit der FlowJo Software durchgefihrt. Die
Fenstersetzung (gating) in der Auswertung wurde fur jeden Versuch so angepasst, dass

eine Vergleichbarkeit moglichst gegeben war. Ein Bespiel ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12 | Innate panel gating Strategie.
Das gate der Einzelzellen bezieht sich auf die ausgewahlten Immunzellen. Aus den Einzelzellen
werden die lebenden Zellen bestimmt. Die weiteren gates beziehen sich auf die lebenden Zellen.

2.7 Paraffin-basierte Histologie und Mikroskopie

2.7.1 Probenverarbeitung, Anfertigung und Prozession der Schnitte

Das fir die Histologie entnommene Stlick Kolon (siehe Abbildung 11 in Kapitel 2.4) wurde
unmittelbar nach der Abtrennung des restlichen Darms in 4%igem Roti-Histofix bei 4 °C
fur mindestens 24 Stunden fixiert. Die Entwasserung wurde im Institut fur Pathologie des
UKE durchgefuhrt.

Tabelle 8 | Entwasserungsprotokoll der Pathologie

Entwéasserungsprotokoll der Pathologie fiir die fixierten Gewebe

60 min. Formalin 40 min. Xylol |

30 min. 80 % Ethanol 60 min. Xylol I

40 min. 80 % Ethanol 20 min. Paraffin |
30 min. 96 % Ethanol 30 min. Paraffin Il
40 min. 96 % Ethanol 40 min. Paraffin Ill
30 min. 100 % Ethanol 60 min. Paraffin IV
40 min. 100 % Ethanol

50 min. 100 % Ethanol

Fir das Einbetten der Probe in Paraffinwachs wurde das Stuck Kolon in zwei Teile geteilt,
sodass ein Teil aufgestellt fir den Querschnitt und eins gelegt fur den Langsschnitt ver-
wendet werden konnte. Dabei wurde immer der distale Teil zum Querschnitt aufgestellt.

Die zuvor auf -8°C herunter gekuhlten Paraffinblocke wurden fur alle
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immunhistologischen Farbungen auf 4 ym Dicke am Mikrotom geschnitten. Nach der Stre-
ckung des Schnittes im 37 °C warmen Wasserbad (VE-Wasser) wurden sie auf saubere,
fettfreie Objekttrager aufgezogen und bei 37 °C Uber Nacht getrocknet. Vor der histologi-
schen Farbung wurden die Schnitte mittels einer Xylol- und Ethanol-Reihe entparaffiniert

und wieder in ein wassriges Milieu tberflhrt (Tabelle 9).

Nach den spezifischen Farbungen wurden die Schnitte mit einer aufsteigenden Ethanol-
reihe und abschlieliender Xylol-Behandlung finalisiert (Tabelle 9). Zum Erhalten der ge-
farbten Schnitte wurde Entellan als Eindeckmedium verwendet und mit einem Deckglas-
chen auf dem Objekttrager ,eingedeckt”. Die fertig prozessierten Gewebeschnitte wurden

zum Abdampfen und Trocknen Gber Nacht bei Raumtemperatur ruhen gelassen.

Tabelle 9 | Schema Entparaffinierung, Rehydrierung und Dehydratation der Paraffinschnitte

Entparaffinieren und Rehydrierung Dehydratation
3 x 4 min. Xylol Dippen 50 % Ethanol
4 min. 100 % Ethanol 1 min. 70 % Ethanol
4 min. 90 % Ethanol 2 min. 90 % Ethanol
4 min. 70 % Ethanol 2 min. 100 % Ethanol
4 min. 50 % Ethanol 3 x 4 min. Xylol
4 min. VE-H20

2.7.2 Hamatoxylin & Eosin Farbung

Fur die Hamatoxylin & Eosin (H&E) Farbung wurden entparaffinierte Gewebeschnitte fir
10 min. in Hamatoxylin gefarbt und anschliefend fir 15 min unter flieRendem Leitungs-
wasser geblaut. Dies dient der Sichtbarmachung aller basophilen Strukturen und vor allem
der Zellkerne. Zur Farbung der eosinophilen Strukturen erfolgte im direkten Anschluss die
Inkubation der Schnitte im Eosinbad fur 1 min.. AbschlieBend wurden die Schnitte nach
kurzem Waschen in VE-Wasser weiterbehandelt wie zuvor beschrieben weiter prozessiert

und final haltbar gemacht.

2.7.3 Immunhistochemie

Um die Freilegung von Proteinen und somit die spezifische immunhistologische Farbung
moglich zu machen, wurden die Gewebeschnitte nach der Entparaffinierung fur 20 min. in
Citratpuffer gekocht. Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitdit wurden die
Schnitte nach kurzem Herunterkuhlen fir 10 min. mit einer 3 %igen Wasserstoffperoxid-
Lésung behandelt. Anschliefend wurde dreimal fir 2 min. in PBS-T (PBS-Puffer mit
0,05 % Tween® 20) gewaschen und die Schnitte mit einem Dako Pen umrandet, bevor

sie fur eine Stunde mit Protein Blockierungslésung in einer Feuchtekammer behandelt
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wurden. Es folgte ein einmaliger Waschschritt in PBS-T. Danach wurden die Schnitte mit
dem spezifischen Primarantikdrper bedeckt und Gber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtekam-
mer inkubiert. AnschlieBend folgt nach dreimaligem Waschschritt die Farbung mit dem
Sekundarantikdrper (Rabbit anti-rat IgG (H+L)) flr eine Stunde bei RT im Fall der Ki-67-
Farbung. Sowohl bei der Ki-67- als auch bei der Hmgb1-Farbung folgte nach einem drei-
maligen Waschschritt fur 10 min. mit einem 2 % goat serum in PBS behandelt, abgekippt
und dann ohne weiteres Waschen mit dem Anti-Rabbit Dako Envision labeled polymer fir
30 min. bei RT inkubiert. Nach einem dreimaligem Waschschritt folgte die DAB-Substrat
Entwicklung. Dafir wurden die Schnitte fir ca. 1 min. mit der Arbeitslosung (1 ml DAB /
20 yl DAB Chromogen) bedeckt und sofort in VE-H20 gestellt und dreimal in neuem VE-
H.O gewaschen. Die Schnitte wurden abschlieRend mit Hamatoxylin Losung bei RT ge-
gengefarbt (siehe 2.7.2 H&E Farbung) und final haltbar gemacht (siehe 2.7.1).

Die Farbung der humanen Gewebeschnitte wurde von der Core Facility Pathologie (AG
Sauter) am UKE durchgefihrt.

Tabelle 10 | Imnmunhistochemie Primarantikorper

Antikérper Gekoppelte Antigene Hersteller + Artikelnummer
Anti-mouse Ki67 Rat IgG2a, Clone SolA15 Invtirogen, 14-5698-80
Anti-mouse Hmgb1 Rabbit polyclonal Abcam, ab1285

Tabelle 11 | Immunhistochemie Sekundéarantikérper

Antikodrper Gekoppelte Enzym Hersteller + Artikelnummer
Rabbit anti-rat IgG (H+L) HRP-conjugated Thermo Fisher, 61-9520
Anti-Rabbit Dako Envision la- HRP-conjugated Dako, K4003

beled polymer

2.7.4 TUNEL Fluoreszenzfarbung

Um den apoptotischen Zustand der Zellen zu untersuchen, wurde das In Situ Cell Death
Detection Kit (TMR rot) von Roche verwendet. Mithilfe dieses deoxynucleotidyl transferase
(TdT)-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)-Assays werden Einzel- und Doppel-
strangbriche, die bei der frihen Apoptose entstehen, sichtbar gemacht. Nach dem Ent-
paraffinieren und der Rehydrierung wurden die Schnitte mit dem Dako Pen umkreist und
anschlieend 3-mal 2 min. in PBS gewaschen. Fir die Permeabilisierung der Gewebe
wurden die Proben fur 15 bis 20 min. mit jeweils 100 yl einer Proteinase K L&sung
(~20 pg/ml Proteinase K (PCR-Grade, Konzentration ~20 mg/ml) in 10 mM Tris/HCI pH
7,4-8) bei 37 °C in einer Feuchtekammer inkubiert. Anschlieliend wurden die Proben 3-
mal 2 min. in PBS gewaschen. Fir die Positiv- und Negativkontrolle folgte nun ein 10-

minutiger Inkubationsschritt bei 37 °C in der Feuchtekammer mit je 100 pl einer DNase I-
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Lésung (100 U/ml DNase | in 50 mM Tris-HCI pH 7,5 2 1:10 Verdlinnung der DNase 1000
U/ml). Danach wurden die Kontrollschnitte 3-mal 3 min in PBS gewaschen. Die Negativ-
kontrolle wurde nun mit 50 ul der Kit-Farbelésung ohne Kit-Enzymlésung behandelt.
Gleichzeitig wurden 50 pl der Farbelésung verworfen und die restliche Lésung mit der En-
zymldsung zusammengefiigt, sodass nun die Probeschnitte und die Positivkontrolle mit
der Reaktionsmischung gefarbt wurden. Alle Schnitte wurden fur 60 min. bei 37 °C in der
Feuchtekammer inkubiert. Nach dem Farbeschritt folgten 3 Waschschritte fur 5 min. in
PBS. Die Gegenfarbung bzw. Farbung der Zellkerne wurde mit einer 1:10.000 Verdln-
nung des Hoechst-Farbstoffs mit PBS fur 1 min. durchgefuhrt. Danach wurden die Schnitte
2-mal 5 min. in PBS gewaschen, bevor sie mit DAKO-Fluoromount Eindeckmedium ,ein-
gedeckt” wurden. Die Gewebeschnitte wurden Uber Nacht bei RT getrocknet und waren

anschlief’end bei 4 °C fir circa 2 Wochen lagerbar.

2.7.5 Mikroskopie

Die Fotos der gefarbten Gewebeschnitte wurden in 10x und 20x VergroRerung aufgenom-
men. Dabei wurde darauf geachtet, dass stets ein WeiRabgleich durchgefiihrt wurde und
die Belichtungszeit fur alle Schnitte eines Experiments gleich eingestellt war. Die Aufnah-
men wurden mit Imaged bearbeitet (gleich kontrastiert) und die in der Bildunterschrift an-
gegebene Skalierung berechnet und eingefligt. Fir die Auswertung der TUNEL-Farbung

wurde der manuelle CellCounter (Analyze Plugin) verwendet.

2.8 Molekularbiologische Methoden

2.8.1 HMGB1 enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA

Die Messung der HMGB1-Konzentration im humanen Serum von an (MC und) CU er-
krankten Patienten und im Serum der Versuchstiere wurde mithilfe des HMGB1-spezifi-
schen ELISA nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fur die Messung wurde das Kit
(ST51011) von IBL international verwendet. Bei der Durchfihrung wurde bei allen Mes-
sungen die Standardkurve im normalen Bereich zur Berechnung der Konzentrationen ge-
nutzt. Die Analyse der Patientenproben wurde mit der Erlaubnis der Ethikkommission der
medizinischen Verbindung Hamburg (PV-4444) durchgefiihrt. Das Serum der CU-Patien-
ten und Patientinnen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten der Erkrankung enthommen
und ist entsprechend der Endoskopie-Daten den verschiedenen Schweregraden zugeord-
net. Bei der Analyse der Patienten und Patientinnen sind Responder und Non-Responder
mit inbegriffen. Dies bedeutet, dass die Patienten eine 3-monatige entzindungshem-
mende Therapie erhalten haben. Fur Responder bedeutet dies, dass sich der Colitis-Score

daraufhin verringert hat, bei Non-Respondern nicht.

41



MATERIAL UND METHODEN

2.8.2 Proteinisolation und BCA-Messung

Fir die Isolation von Protein aus den Gewebeproben wurde selbst angesetzter RIPA Puf-
fer verwendet (siehe S. 26). Dieser wurde kurz vor der Isolation mit Proteinase und Phos-
phatase Inhibitoren versetzt (10 mM Benzamidin, 2 mM Natriumorthovanadat, 1 ug/ml
Leupeptin, 3,4 ug/ml Aprotinin, 1 mM PMSF). Pro 100 mg Gewebeprobe wurde 1 ml Puf-
fer hinzugefligt und das Gewebe darin mithilfe einer Mikropistille homogenisiert. Nach ei-
ner funfmindtigen Inkubationszeit auf Eis und einer Zentrifugation far 20 min. bei 2500x g
und 4 °C wurde die Proteinkonzentration mit dem BCA Protein Assay Kit (Pierce, USA)
nach Angaben des Herstellers bestimmt. Die mithilfe von destilliertem H2O auf eine Pro-
teinkonzentration von 1 mg/ml eingestellten und mit 5x Lammli Puffer (250 mM Tris/HCI;
10% SDS; 50% Glycerol; 0,5 M DTT) versetzten Proteinisolate wurden bei 95 °C flir 5 min.
auf einem Heizblock erhitzt und im Anschluss direkt fur die SemiDry-Blot Analyse verwen-

det oder bei -20 °C gelagert.

2.8.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die Auftrennung der Proteine wurde ein 6 %iges Sammelgel (6% Acrylamid; 125 mM
Tris pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,1 % APS; 0,1 % TEMED) und ein 16 %iges Trenngel (16 %
Acrylamid; 375 mM Tris pH 8,8; 0,1 % SDS; 0,1 % APS; 0,1 % TEMED) mit Hilfe des BIO-
Rad Systems angefertigt. Die Gele wurden mit bis zu 45 ul Protein-Lammli-Gemisch pro
Tasche beladen. AnschlieBend wurde die Gelelektrophorese unter einer Spannung von
70V fur 20 min., dann 130 V fir etwa 45 min. durchgeflihrt.

2.8.4 SemiDry-Blot

Die aufgetrennten Proteine im 16 % Polyacrylamid Gel wurden mittels SemiDry-Blot Ver-
fahren auf eine 0,25 pm Polyvinylidenfluorid (PVDF) Tragermembran (Thermo Fisher,
USA) transferiert. Daflr wurde eine Spannung von 10 V fur 120 min. angelegt. Die Memb-
ran wurde dann etwa 15 min. lang trocknen gelassen und direkt im Anschluss fur 1 Stunde
in 5 % Milchpulver in TBS-T (TBS-Puffer mit 0,05 % Tween® 20) geblockt. Die Primar-
und Sekundarantikérper wurden ebenfalls in 5 % Milch/TBS-T Lésung im Falcon ange-
setzt und Uber Nacht bei 4 °C gerollt inkubiert. Die Verdinnungen der entsprechenden
Antikérper sind der Tabelle 12 zu entnehmen. Nach jeder Antikérper-Inkubation wurde die
Membran 3-mal mit TBS-T gewaschen. Nach der einstiindigen Inkubation bei RT mit dem
HRP-konjugierten Sekundarantikdrper wurden die gefarbten Proteinbanden mit dem Su-
per Signal West Dura Chemiluminescent Substrat (Kit von Pierce, USA) am Fusion FX

Imager sichtbar gemacht. Die Auswertung der Signalstarke einer Bande wurde mit der
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Evolution Capt Software durchgefihrt. Die Proteinsignale wurden auf die housekeeper

Proteine a-Tubulin oder B-Actin normalisiert, dies ist individuell angegeben.

Tabelle 12 | Western-Blot Antikorper

Antigen (Artikelnummer) Verdinnung  Hersteller

SQSTM1 / p62 (ab109012) 1:4000 Abcam, USA

HMGB1 (ab18256) 1:1000 Abcam, USA

LC3 (2775) 1:500 Cell Signaling Technology, Inc., USA
a-Tubulin (3873) 1:5000 Cell Signaling Technology, Inc., USA
B-Actin (A5441) 1:5000 Sigma-Aldrich, Germany

HRP-linked anti-rabbit IgG (7074) 1:10000 Cell Signaling Technology, Inc., USA
HRP-linked anti-rat IgG (61-9520) 1:10000 Invitrogen™, USA

HRP-linked anti-mouse I1gG (7076) 1:10000 Cell Signaling Technology, Inc., USA

2.8.5 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Fur die Extraktion der RNA aus Gewebe und Zellen wurde das NucleoSpin® RNA Kit von
Macherey-Nagel verwendet. Fur das Eluieren im letzten Schritt wurde stets Nuklease-
freies Wasser genutzt. Die isolierte RNA-Konzentration wurde am NanoDrop bestimmt.
Die Synthese der complementary DNA (cDNA) aus der zuvor isolierten RNA wurde mit
dem High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits for 200 and 1000 Reactions Kit von
Applied Biosystems durgefihrt. Wenn moglich, wurden 2 ug RNA in 20 yl cDNA-Synthese
Mixtur umgeschrieben. Fur die Analyse spezifischer Gene mittels real-time quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) wurden ausgewahlte Sonden von Applied Biosystems

genutzt.

2.8.6 Real-time gPCR — Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Fir die gPCR wurden 10 ul Ansatze mit 1 ul der zuvor umgeschriebenen cDNA angesetzt.
Dabei sind 5 yl TagMan™ Fast Advanced PCR Master Mix oder TagMan™ Universal PCR
Master Mix (je nach verwendeter Platte und Programm) verwendet worden. Hinzu kamen
0,5 pl spezifische TagMan Sonde und 3,5 ul Nuklease-freies Wasser. Die Proben wurden
stets in Duplikaten gemessen und fur die weiteren Berechnungen der Mittelwert dieser

beiden Werte eingesetzt.

Tabelle 13 | Tagman Sonden fiir die gPCR

Gen Artikelnummer
18S 4319413E

Ager MmO00545814 g1
Arg1 Mm00475988_m1
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Ascl2

Mm01268891_g1

Atg4

MmO00463819_m1

Ccl2

Mm00441242_m1

Chil3

MmO00657889_mH

Cxcl2

Mm00436450_m1

Gapdh

Mm99999915_g1

Gnait

MmO01165301_mH

Hmgb1

Mm04205650_gH

Hprt

Mm00446968_m1

Ifng

MmO01168134_m1

1112b

MmO01288993_m1

I11b

Mm00434228_m1

116

Mm00446190_m1

Jun

Mm00495062_s1

Lgrb

Mm00438890_m1

Myc

MmO00487804_m1

Nos2

Mm00440502_m1

Pcna

Mm00448100_g1

Pou5f1 (Octd)

MmO03053917_g1

S100a8

MmO00496696_g1

Sox9

MmO00448840_m 1

Tgfb

MmO01178820_m1

Tir4

MmO00445273_m1

Tnfa

Mm00443258_m1

2.9 RNA Sequenzierung

Die RNA wurde wie in Kapitel 2.8.5 mit Hilfe des NucleoSpin® RNA Kits von Macherey-
Nagel isoliert und fur die Verschickung zur Sequenzierung vorbereitet. Dazu wurde die
RNA-Konzentration bestimmt und alle Proben mit Nuklease-freiem Wasser auf dieselbe
Konzentration angeglichen. Die Sequenzierung wurde durch Novogene (UK) Co., Ltd.
durchgefuhrt. Es handelte sich um eine eukaryotische RNA-Sequenzierung des gesamten
Transkriptoms (whole transcriptome) mit der lllumina Novaseq 6000 PE (paired-end) 150.
Die Qualitat der Proben wurde von Novogene stets kontrolliert. Nach der Qualitats- und
Reinheitskontrolle wurden die Sequenzierungsdaten von der Core Facility fiir Bioinforma-
tik am UKE (von Minyue Qi und Malik Alawi) weiterverarbeitet und in enger Zusammenar-
beit ausgewertet. Fur die pathway enrichment Analyse wurde die internationale, biologi-

sche Gene Ontology-Datenbank herangezogen.
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2.10 Statistische Analysen

Fur die Beurteilung der Ergebnisse wurden statistische Analysen durchgefihrt. Fur die
Berechnung der Signifikanz (p-Wert) wurde fir den Vergleich zwischen zwei Gruppen zu
einem Zeitpunkt ein ungepaarter Mann-Whitney Test mithilfe der GraphPad PRISM Soft-
ware verwendet. Fur den Vergleich unter gruppierten Bedingungen wurde ein Two-Way
ANOVA Test angewendet. In Gewichtsverlaufen handelt es sich dabei um einen Tukey’s
Mehrfachvergleich und bei allen weiteren (bspw. in qPCR Ergebnissen) um einen Sidak’s

Mehrfachvergleich. Die p-Werte der Two-Way ANOVA Tests sind angepasste p-Werte
(padj).

Bei allen statistischen Analysen wird das Signifikanzniveau wie folgt angegeben:
p-Wert > 0,05: ns (nicht signifikant); p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001: ***; p<0,0001: ****

In den graphischen Darstellungen wird stets der Mittelwert £ Standardabweichung gezeigt.
In Ergebnissen aus Stichproben wie bspw. in den Tumorstudien (gesammelte Ergebnisse

Uber langere Zeit) wird statt der Standardabweichung der Standardfehler angezeigt.
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3 Ergebnisse

Mehrere Studien zeigten bisher, dass die HMGB1-Konzentration im Stuhl und Serum der
Patienten scheinbar mit dem Schweregrad entziundlicher Erkrankungen korreliert [121],
[192]. Auch die Tumorentstehung und -progression scheint, abhangig vom Gewebe und
von der Therapie, durch das Protein beeinflusst zu sein [123], [124], [156]-[158], [193]-
[195]. Vergleicht man die Publikationen der letzten Jahrzehnte, die sich direkt und indirekt
mit der Rolle des DAMP HMGB1 auseinandersetzen, wird durch teilweise widersprichli-
che Ergebnisse aus pharmakologischen und anderen Studien kein klares Bild erzeugt und
es fehlen gréfltenteils solide genetische Modelle. Es zeigt sich aul’erdem, dass HMGB1
in unterschiedlichen Krankheitsmodellen durch sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Eigenschaften charakterisiert werden kann. Dabei ist ebenfalls entscheidend, ob sich das
Protein im Zellkern, im Zytosol oder extrazellular befindet und welche Umgebungsbedin-
gungen herrschen, da diese die Redox-Modulation und somit die Aktivitat als Immunregu-
lator beeinflussen [18], [60], [164], [196]. Die Tatsache, dass HMGB1 ubiquitar im Orga-
nismus vorliegt und auch der zellulare Ursprung der freien, aktiven Form nicht immer ein-
deutig erkennbar ist, erschwert die detaillierte Beschreibung und Spezifizierung eines all-
gemeinen Mechanismus und somit wie die verschiedenen Funktionen des DAMPs regu-

liert werden.

In dieser Arbeit soll anhand verschiedener translationaler Colitis-Mausmodelle untersucht
werden, ob HMGB1 aus unterschiedlichen Zelltypen am Erhalt der Homdostase der intes-
tinalen Barriere wahrend einer Entzindung beteiligt ist. Weiterhin soll der Einfluss von
HMGB1 — ebenfalls aus unterschiedlichen Zelltypen — auf die spontane und die Entzln-
dungs-assoziierte Karzinogenese im Kolon tierexperimentell untersucht werden. Die Er-
gebnisse dieser Versuche sollen eine Grundlage fur weitere, tiefergehende Untersuchun-
gen zur Funktionsweise von HMGB1 schaffen. Um die entsprechenden Versuche umset-
zen zu kénnen, wurden konditionelle Deletionsstrategien verwendet, da eine globale

HMGB1-Deletion unumganglich zum Tod im friihen postnatalen Stadium fihrt [90].

3.1 HMGB1 ist mit der humanen und murinen Colitis assoziiert

Der Zusammenhang zwischen der HMGB1-Freisetzung und dem Vorhandensein einer
CU-Erkrankung konnte auch in Serumproben von Patienten und Patientinnen des UKE
mittels eines HMGB1-spezifischen ELISA bestatigt werden. Die Proben wurden parallel
zur Koloskopie entnommen und entsprechend dem Schweregrad (Score) zugeordnet. Die
HMGB1-Konzentration im Serum aller CU Patienten lag bei 20,39 ng/ml verglichen zu ei-
ner Konzentration von 10,11 ng/ml in der gesunden Kontrollgruppe und damit vergleichbar
zu Ergebnissen der Studie von Chen et al. [192] signifikant héher (Abbildung 13 A, Mann-
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Whitney Test, p<0,0001). Die Proteinkonzentration im Serum korrelierte jedoch entgegen
der Ergebnisse von Chen et al. nicht mit dem Colitis-Schweregrad (Abbildung 13 B). In
Patienten mit einem milden Verlauf der CU (Score 0-1) lag die HMGB1-Konzentration bei
20,58 ng/ml, mit moderatem Verlauf (Score 2) bei 19,67 ng/ml und mit einem schweren
(Score 3) bei 20,80 ng/ml, wobei die Unterschiede zwischen den Schweregradgruppen
nicht signifikant waren (pPmiig-moderat=0,9835; Pmiig-schwer>0,9999; Pmoderat-schwer=0,8713; Pgesund-
mild<0,0001; Pgesund-moderat<0,0001; Pgesund-schwer<0,0001). Die Analyse bezieht sich rein auf
den Colitis-Score und unterscheidet nicht zwischen Responder und Non-Responder (s.
Abschnitt 2.8.1). Bei einem Responder z.B., bei dem sich der Colitis-Score nach einer 3-
monatigen entzindungshemmenden Therapie von 3 auf 1 verringerte, blieb der Serum-
HMGB1-Wert vergleichbar hoch. Die mikroskopische Untersuchung der HMGB1-spezi-
fisch gefarbten humanen Gewebeschnitte zeigte, dass das Nukleoprotein HMGB1 im ge-
sunden Gewebe klar abgegrenzt im Zellkern jeder Zelle vorliegt. Im geschadigten Gewebe
des CU Patienten hingegen ist zunachst einmal die teilweise Auflésung der Kryptenstruk-
tur erkennbar. Weiterhin verliert sich die urspringlich eindeutige Beschrankung des Pro-
teins auf den Zellkern teilweise im Zytosol der Zellen in der Epithelschicht sowie einiger
Zellen in der Lamina propria (Abbildung 13 B).
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Abbildung 13 | HMGB1 in Humanproben.

A und B) Vergleich der Proteinkonzentration im Serum von gesunden Probanden (n=4) und Pati-
enten mit einem milden (n=6), moderaten (n=10) und schweren (n=15) CU Schweregrad (One-Way
ANOVA Test, Sidak’s Mehrfachvergleich). C) HMGB1-spezifische immunhistologische Farbung
von gesundem Kolongewebe im Vergleich zu Kolongewebe eines CU Patienten.

Nachdem die mukosale HMGB1-Lokalisation und die HMGB1-Konzentration im humanen
Serum untersucht worden sind und die bereits publizierten Beobachtungen zum Teil be-

statigt werden konnten, wurde die Untersuchung auch im murinen Colitis-Modell
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durchgefthrt. In diesem Fall wurde durch das Salz Dextran-Natriumsulfat (dextran sulfate
sodium salt, DSS) eine akute Colitis in Mausen hervorgerufen. Das Salz wurde gefloxten
wildtypischen Mausen Uber 7 Tage hinweg Uber das Trinkwasser verabreicht. Die folgen-
den Daten stammen aus mehreren Wiederholungsversuchen mit demselben reproduzier-
baren Phanotyp, wodurch die Tierzahlen in den Graphen der Abbildung 14 variieren. Ob-
wohl das DSS-Colitis-Modell seit 1990 als reproduzierbares Akutmodell gut etabliert ist
[176], kann die Auspragung des Phanotyps der experimentellen Colitis in Mausen durch
unterschiedliche Faktoren beeinflusst werden. Unter diese fallen bspw. Standort-abhan-
gige mikrobielle Variationen sowie eine unterschiedliche Anfalligkeit abhangig vom gene-
tischen Hintergrund der Mauslinie [197], [198]. Die Versuchstiere der Forschungstierhal-
tung des UKE werden specific pathogen free (SPF)-gehalten. In diesen Mausen liel sich
der typische Krankheitsverlauf einer DSS-Colitis, erkennbar durch Gewichtsverlust, Ge-
webeschaden und Kolonverkilrzung, reproduzieren. Bei der taglichen Gewichtskontrolle
zeigte sich ein signifikanter Gewichtsverlust in den DSS-behandelten Mause im Vergleich
zu den unbehandelten (Abbildung 14 A). Bis Tag 8 des Versuchs verloren die behandelten
Mause 5 % ihres Ausgangsgewichts, wahrend die Kontrolltiere 3 % zunahmen
(p<0,0001). Der Gewichtsverlust der behandelten Tiere im Vergleich zu den unbehandel-
ten zeichnete sich bereits ab Tag 6 beginnend ab, und war ab Tag 7 signifikant unter-
schiedlich (p=0,0003). Ein weiterer wichtiger Parameter zur Bestimmung des Schweregra-
des der Colitis ist die Verklrzung des Kolons, gemessen von unterhalb des Zakums bis
zum Anus. Die Lange des Kolons der DSS-behandelten Versuchstiere (7,6 cm) verringerte
sich im Vergleich zu den unbehandelten (9,0 cm) bis Tag 8 signifikant um 1,4 cm
(p=0,0121) (Abbildung 14 B). Wie in Abbildung 13 A gezeigt, ist eine erhohte HMGB1-
Konzentration im Serum ebenfalls ein Kennzeichen der humanen Colitis. Im translationa-
len Mausmodell war die HMGB1-Konzentration in den DSS-behandelten Mausen mit
36,2 ng/ml an Tag 4 und 35 ng/ml an Tag 8 im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 16,3 ng/mli
deutlich erhéht (Abbildung 14 C) und stellt somit eine vergleichbar erhdhte Konzentration
von Serum-HMGB1 bei Mausen nach DSS-Gabe wie bei CU-Patienten dar. Gleiches gilt
fur die Unabhangigkeit der HMGB1-Konzentration vom Schweregrad der Colitis — im
Mausmodell entsprechend der Zeitpunkt der Messung (Tag 4 und Tag 8). Zuséatzlich
wurde per Genexpressionsanalyse die Transkription von Hmgb1 sowie der Entziindungs-
marker und Zytokine Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-6 und IL-1B (Abbildung
14 D) in Relation zu den Tag 0 Kontrolltieren untersucht. Die relative Menge an Hmgb1-
Transkripten ist an Tag 8 im Darmgewebe der DSS-behandelten Mause signifikant um
den Faktor 1,65 erhéht (p=0,0055). Die Transkriptionslevel der Entzindungsmediatoren
Tnfa (13-fach), 116 (92-fach) und //1b (82-fach) sind wahrend der Colitis in der DSS-behan-

delten Versuchsgruppe relativ zur Kontrollgruppe ebenfalls stark erhéht (pr»=0,0002;
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pis=0,0002; py1b<0,0001). In der HMGB1-spezifischen Immunhistochemie wird homolog
zu den Humanproben deutlich, dass sich in den erkrankten Mausen zunachst die typische
Struktur der Krypten im Gewebe aufldéste und vermehrt Immunzellen in die Lamina propria
infiltrierten (Abbildung 14 E). Sowohl die Immunzellen in der Lamina propria als auch die
Epithelzellen waren HMGB1-positiv.
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Abbildung 14 | HMGB1 im translationalen CU-Mausmodell.

Wildtypische Hmgb17-Mause wurden fiir insgesamt 8 Tage mit DSS-versetztem Trinkwasser zur
Induktion einer Colitis behandelt. Als gesunde Kontrollen wurden unbehandelte Wurfgeschwister
(Wasser) verwendet (Nwasser=4-12; Npss, Tag 4=5; Nbss, Tag 8=7-8). A) Verlauf des Kdrpergewichts.
B) Kolonlange an Tag 8. C) HMGB1-Konzentration im Serum an Tag 8. D) Relative Hmgb1-Ex-
pression sowie die Expression der Entzindungsmarker Tnfa, 116 und /l1b an Tag 8. E) Immunhis-
tologische Farbung (IHC) von HMGB1. Skalierung: 100 um. Statistische Auswertung: A, Two-Way
ANOVA Test; B-D, Mann-Whitney Test.
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3.2 Die HMGB1-Defizienz in intestinalen Epithelzellen fuhrt zu einem
schwereren Krankheitsverlauf der murinen DSS-Colitis

Zur Untersuchung der Rolle von HMGB1 bei gravierendem epithelialem Zellschaden im
Bakterien-besiedelten Darm, wurde das DSS-Modell fir eine schwerere Form der akuten
Colitis verwendet. Um eine spezifische Rolle von epithelialem HMGB1 aufzudecken, wur-
den Hmgb12'E¢ Mause mit Hmgb 1" Mausen nun im Verlauf der DSS-Colitis miteinander
verglichen. DSS-behandelte HMGB1-defiziente Mause verloren bis Tag 8 der DSS-Colitis
mehr als doppelt so viel Gewicht wie die DSS-behandelte Hmgb1" Mause bezogen auf
das Ausgangsgewicht (Gewicht Tag 8: Hmgb1" 93 %, Hmgb1~EC 84 %, pragz=0,0093,
PTage=0,0006) (Abbildung 15 A). Unbehandelte Kontrolimause beider Genotypen nahmen
gleichermalden an Gewicht zu (p=0,8257). Ab Tag 6 zeigte sich der fur die DSS-Colitis
typische Gewichtsverlust signifikant innerhalb der Genotypen mit 8 % Gewichtsverlust zur
jeweiligen Gesundkontrolle (psir wasserpss =0,0245; paiec wassernss=0,0262). Neben dem Ge-
wichtsverlust wurde die Verklirzung des Kolons als etablierter Surrogatparameter fur den
Schweregrad der intestinalen Entziindung gemessen. Unbehandelte Versuchstiere zeig-
ten keine Genotyp-abhangigen Unterschiede (Hmgb1™ = 9 cm; Hmgb12't¢ = 8,7 cm;
p=0,6857). An Tag 4 konnte eine leichte Tendenz festgestellt werden (Hmgb 1" =7,1 cm;
Hmgb12'E€ 7,6 cm; p=0,0823). In der Verkiirzung des Kolons bestatigte sich der beobach-
tete Phanotyp an Tag 8 mit einer Kolonverkirzung von 7,5 cm (Hmgb1™) zu 6,4 cm und
somit einem signifikanten Unterschied von 1,1 cm (p=0,0004) (Abbildung 15 B). Zur Beur-
teilung der phanotypischen Veranderungen im Krankheitsverlauf wurde auf die Mini-En-
doskopie oder Maus-Kolonoskopie zurtickgegriffen. Zunachst zeigte sich an Tag 0 kein
Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,4048). In den DSS-behandelten Mausen
konnte zwischen den Genotyp-Gruppen an Tag 4 eine Tendenz (Hmgb1%=2,9; Hmgb 12'E¢
=4,6; p=0,0563) und zum Endzeitpunkt des Versuchs ein signifikanter Unterschied
(Hmgb 1" =5,6; Hmgb1~'EC 9,8; p=0,0007) beobachtet werden (Abbildung 15 C). Je hoher
der Endoskopische Index, desto schwerer ist damit die Colitis bewertet, was bedeutet,
dass die KO-Mause durch die epitheliale HMGB1-Deletion eine wesentlich starkere Colitis
entwickelten als gefloxte Tiere. Die Messung der HMGB1-Konzentration im Serum besta-
tigte die frihere Beobachtung, dass die Konzentration unabhangig vom Colitis-Schwere-
grad ist, da sich die HMGB1-Konzentration weder zwischen Tag 4 (Hmgb1%=36,2 ng/ml;
Hmgb1~EC  =40,9 ng/ml; p=0,9875) und Tag8 (Hmgb1" =35ng/ml; Hmgb1~EC
=31,2 ng/ml; p=0,9807) noch zwischen den beiden Genotypen unterschied. Somit hat ein
epithelialer HMGB1-KO keine Auswirkungen auf die HMGB1-Konzentration im Serum
nach DSS-Behandlung (Abbildung 15 D). Die Analyse der infiltrierenden Immunzellen im
Darmgewebe zeigte an Tag 8 eine signifikant hdhere Frequenz von Cd11b* Ly-6G*
Neutrophilen (p=0,0407) und Cd11b* Ly-6C"s" F4/80™ inflammatorischen Monozyten
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(p=0,0052) im Gewebe der Hmghb 12'E€ verglichen zur Hmgb 1" Gruppe. Die Frequenz der
infiltrierten Cd11b* Ly-6C" F4/80"9" Makrophagen unterschied sich zwischen den Geno-
typen an Tag 8 nicht (Abbildung 15 E). Der Vergleich zu den unbehandelten Kontrollmau-
sen zeigt, dass erst durch einen Entzindungszustand, der durch das DSS hervorgerufen
wird, Immunzellen im Gewebe nachweisbar sind. Es handelt sich somit um neue zur Ent-

ziindungsstelle eingewanderte Immunzellen.
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Abbildung 15 | Einfluss von epithelialem HMGB1 auf die DSS-induzierte Colitis.

Hmgb 17 und Hmgb1~EC-Mause wurden fiir insgesamt 4 bzw. 8 Tage mit DSS-versetztem Trink-
wasser zur Induktion einer Colitis behandelt. Als gesunde Kontrollen wurden unbehandelte Wurf-
geschwister (Wasser) verwendet. (nff wasser=3-6; NAIEC Wasser=3-6; N bss T4=5-6; Naiec bss 14=6; Ngr
pss 718=6-14; naiec bss 18=7-13). A) Verlauf des Képergewichts B) Lange des Kolons C) Schweregrad
der Colitis D) HMGB1-Konzentration im Serum E) Infiltration von Ly-6G* Neutrophilen, Ly-6Chih
inflammatorischen Monozyten und F4/80dh Makrophagen ins Kolongewebe. Statistische Auswer-
tung: A, D, E Two-Way ANOVA Test; B, C Mann-Whitney Test.
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Nach der H&E-Farbung wurden die pathologischen Unterschiede ebenfalls deutlich (Ab-
bildung 16 A). In den gesunden Kontrollmdusen waren keine Unterschiede in der Gewe-
bestruktur zwischen den Genotypen erkennbar. In beiden Gruppen war eine klare Krypten-
und Zottenstruktur vorhanden. Auch die Menge an Immunzellinfiltraten und Immunzellen
in der Lamina propria waren vergleichbar. Bei der DSS-induzierten Colitis fihrte eine De-
letion von HMGB1 in den Epithelzellen zu einer schwerwiegenderen Schadigung der mu-
kosalen Struktur verglichen mit gefloxten Kontrolltieren, wobei dieser Unterschied an
Tag 8 starker ausgepragt war als an Tag 4. Dies konnte hauptsachlich an dem Verlust der
Kryptenstruktur und der Epithelzellen der intestinalen Mukosa festgemacht werden. Die
HMGB1-spezifische Farbung zeigte neben der Deletion von HMGB1 aus den Epithelzel-
len, dass die Zellkerne der Epithelzellen in den Hmgb1” Mausen an Tag 4 und Tag 8 der
DSS-Behandlung weniger stark und klar begrenzt gefarbt waren als in den unbehandelten
Gesundkontrollen (Abbildung 16 B). Dies deutet auf eine Translokation von HMGB1 aus

dem Zellkern ins Zytosol der Epithelzellen als Reaktion auf die DSS-Exposition hin.
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Abbildung 16 | Einfluss von epithelialem HMGB1 auf Gewebestruktur im Kolon in DSS-be-
handelten Mausen.

Zur Analyse der Gewebestruktur der Mukosa wurden Querschnitte der Kolons von Hmgb1# und
Hmgb12EC-Mause nach 4 bzw. 8 Tagen DSS-Behandlung oder Wasser als Kontrolle gefarbt.

A) H&E-Farbung, Skalierung: 100 um, und B) HMGB1-spezifische IHC des Kolons. Skalierung:
100 pm.

Durch die bisherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Deletion von
HMGBH1 in Epithelzellen zu einer starker ausgepragten DSS-induzierten Colitis sowohl hin-
sichtlich der morphologischen/histologischen Parameter als auch bzgl. der Immunzellin-
filtration flhrt. Wie in Abbildung 14 D gezeigt, verandert eine vorliegende Colitis ebenfalls
das Expressionsprofil im Gesamtdarmgewebe. In Abbildung 17 sind daher die Auswirkun-
gen des epithelialen HMGB1-KO auf die Expression von inflammatorischen Genen darge-
stellt. Die HMGB1-Expression im Gesamtdarmgewebe betragt in HMGB1-KO Mausen
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8,9 % des regularen Expressionsniveaus wie es in den gefloxten Mausen vorliegt. Somit
konnte die HMGB1-Expression durch die Epithel-spezifische Deletion signifikant reduziert
werden (p<0,0001). An Tag 4 der DSS-Behandlung lag das Expressionsniveau von
HMGB1 in den epithelialen HMGB1-KOs bei 23,2 % und an Tag 8 bei 100 % des Ver-
gleichsniveaus der unbehandelten gefloxten Mause. Da das Expressionsniveau auch in
den gefloxten Mausen unter der DSS-Behandlung verglichen zu der Wasserkontrolle an-
stieg, unterschieden sich die Genotypgruppen trotz des starken Expressionsanstiegs in
den deletierten Mausen zu jedem der gemessenen Zeitpunkte signifikant (prag4=0,0120;
Ptag8=0,0006). Zusatzlich wurde die Transkription des Gens Ager, das fur den Hauptre-
zeptor RAGE kodiert, gemessen. Hier konnten keine Unterschiede in Gesundkontrollen
oder in DSS-behandelten Mausen an Tag 4 verzeichnet werden, jedoch eine gesteigerte
Expression an Tag 8 in Hmgb 12'E€ verglichen zu gefloxten Mausen (p=0,0360) (Abbildung
17 A). Neben der Expression von Hmgb1 und Ager, die bei Interaktion u.a. verantwortlich
fur die Aktivierung des pro-inflammatorischen NF-kB-Signalwegs sind, wurden die folgen-
den z.T. immunregulatorischen Gene (Tnf, 116, I11b, Cxcl2, Nos2, Arg1 sowie [nicht gezeigt]
Tgfb, Ccl2, Ifng, Mmp9, S100a8, Cxcl12, Nfkb1, Retn1a, Chil3) untersucht (Abbildung
17 B). Neben der starkeren Gen-Expression der sowohl pro- als auch anti-inflammatori-
schen Marker (M1 bzw. M2), die durch die DSS-Behandlung in den Mausen beider Geno-
typen (an Tag 8) induziert wurde, zeigte sich fir fast alle gemessenen Gene ein signifikant
starkerer Anstieg der Transkription in den Hmgb12'€¢ Tieren, aulRer flr Ifng, Chil3 und
Retn1a. Dies unterstreicht den ausgepragten Phanotyp der DSS-Colitis bei einer Deletion
von epithelialem HMGB1 im Darm. Allerdings geben diese Analysen keinerlei Aufschluss
dariber, welche Veranderung die Verschlechterung des Krankheitsverlaufs ab Tag 4 ini-
tial bewirkt. Zur Uberpriifung einiger Grundmechanismen wurde die Transkription der Mu-
zine 1 und 2, die fiir den Aufbau des Mukus im Darmlumen und somit fiir den Schutz der
intestinalen Barrieren auf apikaler Seite relevant sind. AuRerdem wurde die Transkription
des tight junction Proteins Occludin Gberprift (Daten nicht gezeigt). Die Genotypen wiesen
in allen Fallen ein vergleichbares Transkriptionsniveau dieser Gene auf. Die Transkription
dieser fur die mechanische Schutzfunktion der Darmbarriere wichtigen Faktoren schien

von der HMGB1-Deletion somit nicht beeintrachtigt zu sein.
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Abbildung 17 | Einfluss von epithelialem HMGB1 auf die Expression von Entziindungsmar-
kern wahrend der DSS-induzierten Colitis.

Die relative Expression wurde in Gesamtdarmgewebe von Hmgb 17 und Hmgb 12EC Mausen nach
4 bzw. 8 Tagen DSS-Behandlung oder Wasser als Gesundkontrolle gemessen (n#fwasser=9-12; naiec
wasser=8-9; Nff Tag 4=6; NAIEC Tag 4=6; Niif Tags=7-8; NalEC Tag8=6-7;). Die Werte sind auf die Hmgb 1%
Wasser Kontrollgruppe normalisiert. Expression von A) Hmgb1 und Ager sowie B) der Entzin-
dungsmarker (Tnf, lI6, l11b, Cxcl2, Nos2, Arg1) von Hmgb 1" und Hmgb12EC Mausen an Tag 0, 4
und 8 wahrend der DSS-Colitis. Statistische Auswertung: Two-Way ANOVA Test.

3.2.1 HMGB1 aus Epithelzellen hat weder Einfluss auf den apoptotischen Pro-
zess im DSS-geschadigten Epithel noch auf die Autophagie-Aktivitat

Fir den Aufbau der intestinalen Barriere sind eine intakte Proliferation, die Zellmigration

sowie das cell shedding der Epithelzellen entscheidende Faktoren. Das cell shedding

hangt von dem Apoptosemechanismus ab, der durch verschiedene Molekule reguliert

wird. An Tag 4 der DSS-Colitis und in Wasser-Kontrollen beider Genotypen wurden die

Marker Fas ligand, Casp8 und der anti-apoptotischen Marker Bcl-2 auf Transkriptionse-

bene untersucht, um mogliche Unterschiede aufzudecken, die durch die HMGB1-Deletion
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hervorgerufen werden kdnnten (Ergebnisse nicht gezeigt). Es konnten keine Defizienz-
abhangigen Unterschiede in der Transkription der genannten Gene festgestellt werden.
Anhand der Analyse der Gewebeschnitte mittels TUNEL-Farbung konnten weder in unbe-
handelten Mausen (Hmgb 1" = 14,7/Schnitt; Hmgbh 12'E€ = 14,6/Schnitt; p>0,9999) noch im
Verlauf an Tag 3 (nicht gezeigt), Tag 4 (Hmgb 1™ = 75,3/Schnitt; Hmgb 12'¥¢ = 67,2/Schnitt;
p=0,9947) oder zum Krankheits-Maximum an Tag 8 (Hmgb1"" = 58,1/Schnitt; Hmgb1*EC
= 69,3/Schnitt; p=0,9649) der DSS-Behandlung Unterschiede in der Frequenz der TUNEL-
positiven Zellen beider Genotypen festgestellt werden (Abbildung 18). Die Anzahl der TU-
NEL-positiv gefarbten Zellen in der Mukosa steigt zwar im Verlauf der Colitis, jedoch in
beiden Genotyp-Gruppen gleichermalien. An Tag 4 der DSS-Behandlung ist sowohl im
Gewebe der gefloxten als auch der KO-Mause ein signifikanter Anstieg der TUNEL-posi-
tiven Zellen erkennbar (pss wasserpss 14 =0,0036; paiec wasserpss 14 =0,0304). An Tag 8 steigt
die Anzahl dieser Zellen nicht weiter an (ps pss 14: 18 =0,8399; paiec pss 14: 18 >0,9999).
Durch den Verlust der charakteristischen Krypten-Struktur der Mukosa kann im Verlauf
der Colitis nicht mehr eindeutig bestimmt werden, ob es sich bei den apoptotischen Zellen

um Epithelzellen oder um infiltrierte Immunzellen handelt.
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Abbildung 18 | Auswirkung der epithelialen HMGB1-Deletion auf die apoptotischen Prozesse
in der Epithelschicht.

Querschnitte des Kolons von Hmgb 1% und Hmghb 12'EC Mausen nach 4 bzw. 8 Tagen DSS-Behand-
lung oder Wasser als Gesundkontrolle wurden zur Analyse der apoptotischen Zellen gefarbt und
ausgewertet (Nef wasser=7; NAIEC Wasser=9; Nfif Tag 4=6; NAIEC Tag 4=6; Nt Tag 8=8; Nalec Tag 8=7). TUNEL-Far-
bung reprasentativer Ausschnitte der Querschnitte (Zellkerne in DAPI = blau, apoptotische Zellen
in TMR = rot; Skalierung: 50 um) und die dazugehorige Quantifizierung der TUNEL-positiven Zel-
len. Statistische Auswertung: Two-Way ANOVA Test.

Ein wichtiger Prozess fiir das Uberleben der Zellen ist die Autophagie. Autophagie spielt
in idiopathischen CEDs eine wichtige Rolle, da durch das ,Recycling“ von Zellorganellen
und die Verstoffwechselung eigener Abbauprodukte die Homdostase und somit das Uber-
leben der Zellen gesichert werden soll. Eine Stérung dieser Prozesse kann zu einer Ver-
starkung der CED flhren, da bspw. der phagozytotische Abbau von apoptotischen Zellen
durch eine Reduktion der Autophagie in Immunzellen nicht mehr korrekt ablauft oder die
Zellen bei einer zu starken Autophagie-Induktion absterben [199], [200]. Daher wurden die
Autophagie-Marker microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B (LC3) und se-
questosome 1 (p62) im Darmgewebe getestet [201]. Dabei ist im Fall von LC3 das Ver-

haltnis von Lipid-konjugiertem LC3ll zur Vorstufe LC3I entscheidend und somit der geringe
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Gewichtsunterschied dieser beiden Formen [202]. Aufgrund dessen wurden die Autopha-
gie-Marker mittels Western-Blot untersucht. Im Western-Blot konnten auch fur diese Mar-
ker-Proteine keine Unterschiede in der im Kolongewebe vorliegenden Menge zwischen
den Genotypen in den Wasser-Proben oder Tag 3 der DSS-Proben nachgewiesen werden
(Abbildung 19 A, B). Ein Anstieg DSS-bedingter Anstieg von LC3I oder LC3Il war in beiden
Genotypen nicht zu erkennen. Der Autophagie-Rezeptor p62, der u.a. fir den Abbau vor-
gesehene Proteine an Autophagosomen bindet, wird dabei selbst zum Substrat und somit
ebenfalls im Prozess der Autophagie abgebaut. Somit sagt auch die im Gewebe vorhan-
dene Proteinkonzentration etwas Uber die Aktivitdt der Autophagie aus. Fir p62 zeigte
sich weder zwischen den Genotypen noch zwischen den Wasserkontrollen und den Tag 3

DSS-Proben ein deutlicher Unterschied.
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Abbildung 19 | Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf Marker-Proteine der Autopha-

gie im Kolon.

Fur die Analyse der Autophagie-Marker wurden Proteine aus Kolongewebe nach 3-tdgiger DSS-
Behandlung (DSS T3) bzw. Wasser als Kontrolle isoliert und verwendet (n=2 je Gruppe). A) Repra-
sentativer Western-Blot Gesamtdarmgewebe-Lysaten fur die Proteine p62 und B) Quantifizierung
der LC3II Levels im Verhaltnis zu LC3I (LC3l Umsatz zu LC3Il) sowie von p62 zu B-Actin (alle
Proteine sind normalisiert auf B-Actin). Eine statistische Auswertung ist aufgrund der geringen Pro-
benzahl nicht sinnvoll.

3.3 HMGB1 myeloiden Ursprungs ist fur die Entstehung und den Verlauf
der DSS-induzierten Colitis nicht essentiell.

Es ist bekannt, dass myeloide Immunzellen HMGB1 (abhangig vom Oxidationszustand
als Zytokin oder Chemokin) aktiv freisetzen kénnen. Dazu gehéren u.a. Monozyten und
Makrophagen [92], [110], [203]. Da die Epithelzellen zumindest fur das im Serum freie
HMGB1 wahrend einer akuten schweren Colitis nicht allein als Hauptquelle in Frage ka-
men, sollte im Folgenden die Relevanz von HMGB1 myeloiden Ursprungs erganzend ana-
lysiert werden. Daflir wurde der Verlauf der DSS-induzierten Colitis zwischen Hmghb 12LysM
und Hmgb1™ Mausen verglichen. Sowohl unbehandelte als auch DSS-behandelte
Hmgb 1AM und Hmgb 1" Mause unterschieden sich weder hinsichtlich der Gewichtsent-

wicklung noch bzgl. der Kolonlange (Abbildung 20 A, B). Sowohl die gefloxten (-14 %) als
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auch die deletierten Mause (-16 %) verloren bis Tag 8 etwa gleich viel Gewicht bezogen
auf ihr Ausgangsgewicht. Die Kolonlange war an Tag 10 der DSS-Behandlung in den ge-
floxten Mausen verglichen zu den gefloxten Gesundkontrollen um 1,85 cm verringert
(p=0,0338), in den KO-Mausen lag eine Langen-Differenz von 2,13 cm im Vergleich zu
den KO-Kontrollen vor (p=0,0102). Genotyp-spezifische Unterschiede waren weder in den
Wasser-Kontrollen noch in den DSS-behandelten Mausen zu verzeichnen. Auch bei der
Kolonoskopie wurde deutlich, dass die myeloide Deletion von HMGB1 keinen Einfluss auf
den Verlauf bzw. den Schweregrad der DSS-induzierten Colitis zu haben scheint. An
Tag 4 wurden die Hmgb 1" Mause mit einem Endoskopischen Index von 3,9 bewertet, die
Hmgb 1AM mit 3,2, wobei die Streuung in beiden Gruppen recht stark war und sich keine
signifikanten Unterschiede abzeichneten. An Tag 8 zeigte sich mit einem Index von 7,95
fur die Hmgb 1" und 7,2 fur die Hmgb12M Mause, bei starker Streuung ein ahnliches Bild
(Abbildung 20 C). An Tag 8 lagen signifikante Unterschiede zwischen den DSS-behandel-
ten Mausen und den Wasser-Kontrollmausen beider Genotypen vor (prwas-
sernss 18=0,0217; paLysm wasserpss 18=0,0071). An Tag 8 waren in beiden Genotypgruppen
Tiere vorzeitig gemaf den Abbruchkriterien aus dem Versuch entnommen worden, die mit
dem hochsten Index von 12 bewertet wurden und somit in die Auswertung einflie3en. Die
vorzeitige Entnahme geschah vor der Messung des Korpergewichts, wodurch sich die
Gruppenzahlen der verschiedenen Auswertungen unterscheiden. Die Organentnahme
wurde am 10. Tag der Colitis durchgeflihrt. Da einige Tiere vorzeitig aus dem Versuch
entnommen wurden, ist der Gewichtsverlauf lediglich bis Tag 8 dargestellt. Die Analyse
der infiltrierten Immunzellen ergab in den DSS-behandelten Mausen einen Anstieg von
Cd11b* Ly-6G* neutrophilen Granulozyten, Cd11b* Ly-6C"9" F4/80™ inflammatorischen
Monozyten und Cd11b* Ly-6C" F4/80M" Makrophagen an Tag 10 der Colitis verglichen
zu den gesunden Kontrolltieren (Abbildung 20 D). Zwischen den Genotypen gab es jedoch
keine erkennbaren Unterschiede. Diese Erkenntnisse lieRen darauf schlieRen, dass
HMGB1 myeloiden Ursprungs bei der akuten DSS-induzierten Colitis pathophysiologisch

nicht unmittelbar relevant ist.
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Abbildung 20 | Auswirkung der myeloiden HMGB1-Deletion auf die DSS-induzierten Colitis.
Hmgb 1%t und Hmgb12ysM-Mause wurden fir insgesamt 10 Tage mit DSS-versetztem Trinkwasser
zur Induktion einer Colitis behandelt. Als gesunde Kontrollen wurden unbehandelte Wurfgeschwis-
ter (Wasser) verwendet (n wasser=2-3; NaLysm wasser=3; Npss 14=10 je Genotyp; neur pss 18=7-10; Naiec
pss 18=9-10; ngr pss T10=7; Naiec pss T10=8). A) Verlauf des Kopergewichts B) Lange des Kolons C)
Schweregrad der Colitis D) Infiltration von Ly-6G* Neutrophilen, Ly-6Chigh inflammatorischen Mo-
nozyten und F4/80Ms" Makrophagen ins Kolongewebe. Statistische Auswertung: Two-Way ANOVA
Test.

3.4 Die HMGB1-Defizienz in intestinalen Epithelzellen hat keinen Einfluss
auf den Verlauf der milderen C. rodentium-induzierten Colitis

Das gramnegative Maus-Darmbakterium Citrobacter rodentium teilt einige Eigenschaften
mit humanen enteropathogenen Escherichia coli (EPEC) und enterohdmorrhagischen E.
coli (EHEC) [178]. So dient es im Mausmodell der Erforschung der mukosalen Immunan-
twort im Zusammenhang mit dem Mikrobiom. HMGB1 interagiert in vielen Fallen mit Pa-
thogen-assoziierten PAMPs wie z.B. LPS bei gramnegativen Bakterien, um als Co-Stimu-
lator eine Immunantwort auszuldsen [19], [97], [137]. Um die Relevanz von epithelialem
HMGB1 in diesem Zusammenspiel zu analysieren, eignet sich die Bakterien-induzierte
Colitis durch C. rodentium an dieser Stelle besonders. Die konditionellen KO-Mause
(Hmgb12'E€) und wildtypische Mause (Hmgb1") wurden dafiir mit einer Menge von 2x10°
koloniebildenden Einheiten (colony forming units, CFU) von C. rodentium per Schlund-
sonde (oral gavage) infiziert. Die Kontrollmause wurden gleichzeitig mit demselben Appli-
kationsvolumen mit PBS behandelt. Die infizierten Mause verloren in den ersten zwei Ta-
gen der Infektionsphase 12 % (Hmgb1") bzw. 7 % (Hmgb1~€°) ihres Ausgangsgewichts,
wobei die Genotypen sich nicht signifikant unterschieden (Abbildung 21 A). Die

60



ERGEBNISSE

Kontrolimduse aus beiden Genotyp-Gruppen hingegen verloren nicht an Gewicht. Die in-
fizierten Mause erholten sich vom Gewichtsverlust, sodass dieser an Tag 7 nach Infektion
nicht mehr zu verzeichnen war. Die Kolonlange der infizierten Mause beider Genotypen
(Hmgb 1™ 7,8 cm; Hmgb1~'EC: 8,0 cm) unterschied sich nicht verglichen mit der Kolon-
lange der Kontrollmause (Hmgb1™: 9,0 cm; Hmgb1~EC: 8,5 cm) (Abbildung 21 B). Zwi-
schen den Genotypen war ebenfalls kein Unterschied erkennbar. Da die HMGB1-Kon-
zentration im Serum eine Art Biomarker fur die humane CU und die murine DSS-Colitis
darstellte, wurde diese auch nach der C. rodentium Infektion mittels ELISA getestet (Ab-
bildung 21 C). Die HMGB1-Konzentration im Serum der infizierten Mause (Hmgb1™:
18,75 ng/ml; Hmgb1~EC: 16,35 cm) war verglichen zu den Kontrollmausen (Hmgb1™:
13,44 ng/ml; Hmgb12EC: 17,22 cm) nicht signifikant erhoht. Die Genotyp-Gruppen unter-
schieden sich zu keinem der gemessenen Zeitpunkte voneinander. Zur Analyse der Bak-
terienkolonisierung im Darm, wurde der Stuhl der infizierten Mause auf C. rodentium ana-
lysiert. Im Stuhltiter war kein Unterschied zwischen den Hmgb 1" (9,3x10'® CFU/g Stuhl)
und den Hmgb1~E¢ Mausen (9,6x10'° CFU/g Stuhl) zu verzeichnen (Abbildung 21 D). Die
Hohe des Titers sagt dabei nichts Uber den Schweregrad der Colitis aus, sondern dient
dem Nachweis der erfolgreichen Infektion und auf potentielle Unterschiede der Kolonisie-
rung aus. Auf die Co-Stimulation durch HMGB1 und PAMPs kénnen hauptsachlich Im-
munzellen des angeborenen Immunsystems reagieren, die entsprechende PRRs wie
RAGE und TLRs auf ihrer Oberflache exprimieren. Durch die Stimulation dieser Rezepto-
ren, werden weitere immunrelevante Prozesse angestol3en sowie die Rekrutierung dieser
Zellen gesteuert [22], [204], [205]. Um die Infiltration dieser Zellen im Zusammenhang mit
der bakteriellen Infektion und der epithelialen Hmgb1-Deletion zu Uberprifen, wurden die
Immunzellen aus dem entnommenen Darmgewebe beider Gruppen isoliert und mittels
Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Die infizierten Mause beider Genotypen wiesen
gleichermalien tendenziell erhbhte Mengen von infiltrierten Cd11b* Ly-6G* Neutrophilen
und Cd11b* Ly-6C"e" F4/80™™ inflammatorischen Monozyten im Vergleich zu den gesun-
den Kontrollgruppen auf (Abbildung 21 E). Die Genotypen unterschieden sich jedoch zu

keinem der untersuchten Zeitpunkte.
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Abbildung 21 | Auswirkung der epithelialen HMGB1-Deletion auf den Verlauf der C. roden-
tium Infektion.

Hmgb 1" und Hmgb 125C wurden mit C. rodentium infiziert und fir 7 Tage beobachtet. Als gesunde
Kontrollen wurden PBS-gavagierte Wurfgeschwister verwendet, welche separat von den infizierten
Mausen gehalten wurden (n# pes=3-6; naiec Pes=2-5; Nt citro=8; Naiec ciro=6-7). A) Verlauf des Kor-
pergewichts. B) Kolonlange. C) HMGB1-Konzentration im Serum. D) Bakterientiter in infizierten
Mausen. E) Infiltration von Ly-6G* Neutrophilen und Ly-6C"g" inflammatorischen Monozyten ins
Kolongewebe. Statistische Auswertung: Two-Way ANOVA Test.

Ein weiteres wichtiges Merkmal sowie messbarer Parameter der C. rodentium Infektion ist
die Verdickung der Epithelschicht. Diese wurde anhand der Hamalaun & Eosin (H&E) Far-
bung der Kolon-Querschnitte in jeder Maus gemessen (Abbildung 22 A). Im Vergleich zu
den Kontrollmausen war eine Verdickung der Epithelschicht in den infizierten Mausen
deutlich erkennbar (gelbe Markierung). In den Hmgb 1™ M&ausen war die Epithelschicht
174,0 um dick, in den Hmgb12E€ Mausen 167,4 um. Hier lag kein Unterschied vor. In den
infizierten Mausen war die Epithelschicht der Hmgb1" (222,5 um) und Hmgb12'€¢ Ver-
suchsgruppe (236,4 um) ahnlich stark verdickt im Vergleich zu den gesunden Mausen.
Die HMGB1-spezifische Farbung bestatigt die erfolgreiche Deletion von HMGB1 aus den
intestinalen Epithelzellen der Hmgb 12'E€ Tiere. Weiterhin zeigen die histologischen Bilder,
dass kein Unterschied im Gewebezustand oder der Krypten- und Zottenstruktur zwischen
den Genotypen vorlag (Abbildung 22 B). Vergleicht man die Lokalisation von HMGB1 in
den infizierten und gesunden Hmgb1” Mausen sind keine gravierenden Veranderungen
sichtbar.
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Abbildung 22 | Epithelverdickung und HMGB1-Expressionsmuster nach C. rodentium Infek-
tion und HMGB1-Deletion in Epithelzellen.

Hmgb 1" und Hmgb1~'E¢ Mause wurden mit C. rodentium infiziert und der Krankheitsverlauf fir 7
Tage beobachtet. Als gesunde Kontrollen wurde Wurfgeschwistern PBS gavagiert (nsf pes=3; naiec
PBS=2; Nfif citro=8; Naiec citro=7). A) H&E Farbung (Epitheldicke in Gelb eingezeichnet) und Quantifi-
zierung (siehe Graph, rechts). Statistische Auswertung: Two-Way ANOVA Test; Skalierung:
100 ym. B) HMGB1-spezifische immunhistochemische Farbung. Skalierung: 200 um.

Die gPCR-Analyse ergab, dass, im Vergleich zu den Ergebnissen der Kontrolltiere, eine
verstarkte Induktion fur die Gene 116, Cxcl2, Nos2 und Arg1 in den infizierten Mausen vor-
lag (Abbildung 23). Die Transkription der Gene Tnfa und Ifng war in den infizierten Mausen
hingegen nicht erhéht und vergleichbar mit den PBS-Kontrollen. Innerhalb der infizierten
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Versuchsgruppe konnten auf mRNA-Ebene der untersuchten Gene keine Genotyp-spezi-
fischen Unterschiede festgestellt werden. Abschlief3end Iasst sich sagen, dass durch die
C. rodentium Infektion eine milde Form der Colitis (Kolonlange, Epithelverdickung, erhohte
Entzindungsparameter und Infiltration von angeborenen Immunzellen) wurde und im Ver-
gleich zur DSS-Colitis mit gravierendem epithelialen Zellschaden, ahnelt das Citrobacter-
Modell eher einer einfacheren Durchfallerkrankung mit weniger ausgepragtem Zellscha-
den. Die epitheliale HMGB1-Deletion hatte dabei keinen Einfluss auf den Verlauf der mil-

den Citrobacter-vermittelten Colitis.
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Abbildung 23 | Expression einiger Entziindungsmarker nach C. rodentium Infektion und
HMGB1-Deletion in Epithelzellen.

Relative Expression von immunregulatorischen Molekiilen in C. rodentium-infizierten Hmgb 1% und
Hmgb 12EC Mausen (Infektionstag 7) verglichen mit PBS-Kontrollen (nspes=3; nNaiec pes=3; Nt citro=8;
naiec ciro=7 ). Die Werte sind auf die Hmgb 17" PBS Kontrollgruppe normalisiert. Statistische Auswer-
tung: Two-Way ANOVA Test.

3.5 HMGB1 hat keinen Effekt auf die chronische Cd45RB"9"-induzierte
Colitis.

Bislang konnte die Relevanz des epithelialen HMGB1 fur den Verlauf der murinen DSS-
Colitis gezeigt werden. Da die humanen CEDs jedoch sehr komplex sind, kann ein Maus-
modell nicht alle involvierten Mechanismen abbilden, die eine CED ausldsen oder beein-
flussen [180]. Die T-Zell-vermittelte Colitis wird in immundefizienten Rag” Mausen durch-
gefihrt (hier: Rag’™ Hmgb1" und Rag”- Hmgb1~EC), die keine T- oder B-Zellen besitzen.

64



ERGEBNISSE

Durch die Injektion von Cd45RB"¢" T-Zellen (Transfer) liegen ausschlieBlich diese trans-
ferierten T-Zellen vor, die von anderen T-Zellen wie supprimierenden Teg-Zellen bspw.
nicht reguliert werden kdnnen und sich somit ein entziindliches Milieu bildet. Dieses Modell
unterscheidet sich dadurch grundlegend vom DSS-Modell, in dem die Entziindung durch
Bakterien bzw. bakterielle Antigene in der Mukosa ausgel6st wird, die in Folge der Be-

schadigung der intestinalen Barriere durch die Salz-Exposition entsteht [206].

Der Gewichtsverlust dient auch innerhalb der Cd45RB"9"-vermittelten Colitis als Merkmal
des Krankheitsverlaufs. Da die PBS-Kontrollmause sich im Genotyp nicht unterschieden,
wurden sie im Gewichtsverlauf zu einer Gruppe zusammengefasst. Im Vergleich zu den
Kontrolimausen, die Uber einen Zeitraum von 44 Tagen 10 % bezogen auf ihr Ausgangs-
gewicht zunahmen, verloren die Transfer-Mause beider Genotypen ab Tag 20 nach dem
Zelltransfer bis zum Tag der Organentnahme gleichermalten an Gewicht (pm
PBS:Tag 44<0,0001; paiec pes:Tag 44<0,0001; prag 44 fr.aEc=0,5380) (Abbildung 24 A). In beiden
Genotypen konnte an Tag 44 kein Anstieg der HMGB1-Konzentration im Serum im Ver-
gleich zu den PBS-Kontrollen verzeichnet werden. Das Niveau des zirkulierenden Serum-
HMGB1 war fir alle vier Versuchsgruppen vergleichbar (Hmgb1" pgs=10,6 ng/ml;
Hmgb12'€€ pgs=15,1 ng/ml; Hmgb1" 1ag44=12 ng/ml; Hmgb12EC 14444=10,8 ng/ml) (Abbil-
dung 24 B). Die wochentliche Kolonoskopie lieferte parallel zur Gewichtsmessung eine
Bewertung des Krankheitszustandes. In Woche 4 des Versuchs wurden die Transfer-
Mause mit einem signifikant héheren Endoskopischen Index bewertet als die PBS-Kon-
trollmause (Hmgb1"pgs=0,6; HmMgb12ECpgs=0,7; HmMgb1" woche 4=4,9; HmMgb14'EC vy,
che 4=4,1; pripres:woche 4=0,0001; paiec pes:woche 4=0,0039). Auf diesem Niveau stagnierte die
Bewertung fur die darauffolgenden Versuchswochen. Zwischen den Genotypen gab es
keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 24 C). Der Index erhdhte sich hauptsachlich
durch die hohe Bewertung fur die Granularitat der Darminnenwand. Diese wurde auch bei
der Organentnahme deutlich, da die Organe durch die Verdickung der Mukosa extrem
versteift waren. Die Analyse der infiltrierten Immunzellen ergab, dass vor allem die
Cd11b* Ly-6G* Neutrophilen signifikant (pes pes:Tag 44<0,0001; paiec pes:Tag 44=0,0053), aber
auch die Cd11b* Ly-6Chigh F4/80™ inflammatorischen Monozyten tendenziell in beiden
transferierten Genotypgruppen im Vergleich zu den PBS-Kontrollgruppe in erhdhter Fre-
quenz im Gewebe vorlagen (psipes:Tag 44=0,0722; paiec pes:Tag 44=0,1450) (Abbildung 24 D).
Die Cd11b* Ly-6C™™ F4/80* Makrophagen hingegen blieben prozentual unverandert. Zwi-
schen den Genotypen war auch in dieser Analyse kein Unterschied zu vermerken. Anhand
der H&E-Farbung des Kolongewebes wurde ebenfalls die Verdickung der Mukosa deutlich
und zeigt zusatzlich den erhéhten Anteil von Immunzellen in der Lamina propria. Die mu-

kosale Verdickung war in beiden Genotypen vergleichbar stark ausgepragt (Abbildung 25).
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Abbildung 24 | Epitheliales HMGB1 im Verlauf der chronischen Cd45RB"¢" T-Zell induzierten
Colitis.

Rag’- Hmgb1" und Rag’- Hmgb12'E¢ Mausen wurden 4x10% Cd45RBhd" T-Zellen i.p. injiziert um
eine chronisch verlaufende T-Zell-vermittelten Colitis zu induzieren. Als gesunde Kontrollmause
wurden Wurfgeschwister verwendet, die mit demselben Applikationsvolumen PBS behandelt wur-
den (nsfpes=4-7; naiec PBs=4-8; Niif Tag 44=6-8; NalEC Tag 44=6-8). Die Mause wurden ab dem Zeitpunkt
des Zell-Transfers iber insgesamt 44 Tage (6 Wochen) beobachtet und u.a. auf A) den Verlauf des
Korpergewichts, B) die HMGB1-Konzentration im Serum und C) den Schweregrad der Colitis un-
tersucht. D) Frequenz der ins Kolongewebe infiltrierten Ly-6G* Neutrophilen, Ly-6Chish inflammato-
rischen Monozyten und F4/80Mish Makrophagen. Statistische Auswertung: Two-Way ANOVA Test.
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Abbildung 25 | Gewebeschadigung und Verdickung der Mukosa wahrend der Cd45RB"9"-
induzierten Colitis.

Die H&E Farbung 5 Wochen nach dem Cd45RB"sh T-Zell-Transfer gegeniliber den gesunden Kon-
trolitieren (PBS) beider Genotypen (Rag’- Hmgb 1" und Rag’- Hmgb12EC). Skalierung: 200 pym.

Epitheliales HMGB1 hat einen protektiven Einfluss auf die Aufrechterhaltung der intesti-
nalen Homdostase wahrend einer Entzindung mit starkem epithelialen Zellschaden. Eine
milde Form der Colitis, die durch Bakterien induziert ist und eine T-Zell-vermittelte Inflam-
mation bleiben von einer epithelialen HMGB1-Deletion hingegen unbeeinflusst. Dies
kdénnte bedeuten, dass HMGB1 zumindest in diesem Zusammenhang keine elementare
mechanistische Rolle zu spielen scheint bzw. die Funktion in den Epithelzellen oder das
aus diesen Zellen freigesetzte HMGB1 kein Schlisselkriterium fir eine adaquate Immun-

antwort darstellt.

3.6 HMGB1 beeinflusst den Zellzyklus in der Mukosa in der frihen DSS-
vermittelten Colitis.

Um Hinweise auf einen moglichen HMGB1-Mechanismus wahrend der DSS-vermittelten
Entziindung im Kolon zu erhalten, wurde eine RNA-Sequenzierung von Kolon-Gesamtge-
webe aus unbehandelten und DSS-behandelten Hmgb 1" und Hmgb 12'E¢ Mausen kurz vor
der phanotypischen Divergenz (DSS Tag 4; n=3 pro Gruppe) durchgefihrt. In unbehan-
delten Mausen waren nur wenige Gene zu identifizieren, welche zwischen den beiden
Genotypen unterschiedlich reguliert waren (Abbildung 26 A). Dabei sind die Gene Dhx58,
Rec8, Baat, Cnbd2 und Cd200r2 in Hmgb 125 verglichen zu Hmgb 1" Mausen hochregu-
liert. Die Gene Raetle, Pcdh17, OIfr78, Gnai1 und Hmgb1 sind hingegen signifikant
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herunterreguliert. Nach 4 Tagen der DSS-Behandlung wurden 21 Gene identifiziert, die in
Hmgb1~'EC signifikant herunterreguliert waren (z.B. besonders homogen in der gesamten
Gruppe Hoxd11 und 13, OIfr78, Evx2, McmZ2 und Syce2) und 2 hochregulierte Gene (Apc2
und Pcskb) (Abbildung 26 B). Zu beiden Zeitpunkten der DSS-Colitis konnte durch die
gene ontology (GO) enrichment Analyse ausgeschlossen werden, dass diese Gene in Sig-
nalwege der Apoptose oder der Autophagie involviert waren. Aufgrund der geringen An-
zahl an unterschiedlich regulierten Genen der Gesundkontrollen, wurde keine signifikante
Steigerung oder Minderung bestimmter Signalwege ermittelt. Trotzdem lieferte die Ana-
lyse den Hinweis darauf, dass der Signalweg der Adenylylcyclase-Inhibierung, woran
Gnai1 beteiligt ist, durch die HMGB1-Deletion beeinflusst sein konnte (Abbildung 26 C).
Die Analyse an Tag 4 ergab, dass die identifizierten Gene zumindest teilweise mit der
Angeborenen Immunantwort und der Zellrekrutierung/Zytokin Signalweiterleitung in Ver-
bindung gebracht werden konnten. Die unterschiedliche Regulation der Mehrheit der Gene
weist jedoch eindeutig darauf hin, dass HMGB1 an Tag 4 der DSS-Colitis in Prozesse des
Zellzyklus (Aktivierung des pra-replikativen Komplex und G2/M Checkpoints) involviert ist
(Abbildung 26 D, FDR<0,05). Diese Prozesse sind der DNA damage response wahrend
der Zellteilung zugeordnet. Ob diese Veranderungen tatsachlich intrazellular in den
Epithelzellen oder in infiltrierenden Zellen stattfindet, kann durch diese Sequenzierungs-
methode nicht genau beantwortet werden, da es sich um Gesamtgewebe handelt und
nicht um eine Einzelzellmethode. Dies sollte Gegenstand weiterfiihrender Untersuchun-
gen sein. Allerdings ist bekannt, dass sich die Stammzellaktivitdt und die damit verbun-
dene Zellteilung in diesem Gewebe Uberwiegend auf die in den Krypten liegenden Lgr5*
Stammzellen beschrankt [207]-[209]. Ebenfalls ist durch eine aktuelle und sehr umfang-
reiche Sequenzierungsstudie bekannt, dass die Zellzyklusaktivitat in der friihen Phase der
DSS-Colitis (Tag 2 bis 4) als erstes hochreguliert wird bevor die Expression inflammatori-
scher Gene induziert wird und Immunzellen aktiv werden [210]. Weiterhin sind einige der
identifizierten Gene an Tag 4 laut The Human Protein Atlas Epithelzell-spezifisch, was
ebenfalls dafirspricht, dass in der Epithelschicht der KO-Mause Prozesse anders reguliert

werden als in den gefloxten Mausen [211], [212].
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Abbildung 26 | Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf die Genexpression in der fri-
hen Phase der DSS-Colitis.

Geclusterte Heatmaps aller unterschiedlich regulierten Gene in A) gesunden (Wasser) und B) DSS-
behandelten Tieren an Tag 4 in Hmgb 12EC M&usen verglichen zu Hmgb1%. C) Gene ontology (GO)
enrichment Analyse der Gene, die in Hmgb12EC Mausen identifiziert wurden. D) GO enrichment
Analyse der veranderten Gene in Hmgb12EC Mausen an Tag 4 der DSS-Colitis. Statistische Aus-
wertung: FDR = false discovery rate; FDR > 0,05 = nicht signifikant.

Als Reaktion auf die friihe DSS-vermittelte Entziindung im Kolon scheinen Hmgb1~EC
Mause Gene unterschiedlich zu exprimieren, die in Zellzyklusprozesse involviert sind. Da-
her sollte die Zellzyklusaktivitat mittels Ki67-spezifischer Farbung und zusatzlicher g°PCR
Analyse im nachfolgenden Abschnitt Gberprift werden. Mit den Ergebnissen der gPCR
Analyse konnten die Sequenzierungsergebnisse teilweise bestatigt werden. Die relative
Expression von Gnai1 war in Hmgb12'E¢ Mausen leicht reduziert im Vergleich zu den
Hmgb 1" Mausen (Abbildung 27). Diese Tendenz konnte auch in isolierten Epithelzellen
aus gesunden Mausen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). An Tag 3 der DSS-Colitis

lag ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen vor (p=0,0016). Da sie als
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typische Stammzellvertreter in den Basen der Krypten angesehen werden [207]-[209],
[213], [214], wurden weiterhin folgende Proliferationsgene getestet: Lgr5, Pcna, Myc (Ab-
bildung 27) sowie Ascl2 und Sox9 (nicht gezeigt). Jedoch konnte zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Unterschied zwischen den Genotypgruppen festgestellt werden. Lgr5 wird re-
gular wahrend der DSS-induzierten Colitis in den ersten 3-4 Tagen herunterreguliert [210].
Dies war auch in diesen Versuchstieren zu beobachten. An den Tagen 3, 4 und 8 ist Lgr5
deutlich herunterreguliert, in den deletierten Mausen tendenziell starker. Dies trifft fir Myc
und Ascl2 an Tag 3 und flr Pcna, Ascl2 und Sox9 an Tag 4, also kurz vor der Divergenz

der Genotypen zu.

Gnait Myc
10- 10 ns ,
ns *k ns c ns ns ns R A A Hmgb1
5 9 aopr A Hmgb1"EC
2 7} A,
? f 1 A = A
o A A g » Py
g 14a A A 2 4 s
g 144 i A
) .ﬁ. & a4 p [}
=2 at A 2 0.1 Az
© A A % © A
o o A ?
0.1 r r r 0.014— r r r
Wasser DSS T3 DSS T4 Wasser DSS T3 DSST4 DSS T8
Lgr5 Pcna
10 107
ns ]
c ns ns ns c ns ns ns ns
IR E 3 o
%] A A A 1]
053_ A AA g A A
K 01 N A 511 A ﬁ
. A A % A ° A A 4 g
= Ao A % B N S
S 001 A A -

0.001

0.1

Wasser DSS T3 DSS T4 DSS T8 Wasser DSS T3 DSST4 DSS T8

Abbildung 27 | Einfluss von epithelialem HMGB1 auf die Expression von Stammzellmarkern
und Proliferationsgenen.

Hmgb 17 und Hmgb 12'EC Mause wurden mit DSS-versetztem Trinkwasser zur Induktion einer Colitis
behandelt. Als gesunde Kontrollen wurden unbehandelte (Wasser) Wurfgeschwister verwendet (n#s
wasser=4-13; NaiEc wasser=3-11; N Tag 3=4; NAIEC Tag 3=4; Niif Tag 4=6; NAIEC Tag 4=6; Nfif Tag 8=8; NAIEC Tag 8=7).
Die relative Expression von Gnai1, Myc, Lgr5 und Pcna. Statistische Auswertung: Two-Way A-
NOVA.

Zur weiteren Uberpriifung, ob in den HMGB1-deletierten Mausen ein Defizit in der Prolife-
ration und somit der potentiellen Geweberegeneration wahrend der DSS-Colitis vorliegt,
wurde zusatzlich zur gPCR Analyse eine Ki67-Farbung durchgefuhrt. In dieser wurde
deutlich, dass die Anzahl der Ki67-positiven Zellen in den Krypten der deletierten Mause
im gesunden Zustand verglichen mit den gefloxten Mausen geringer war (p=0,0062) (Ab-
bildung 28). Eine DSS-Colitis fuhrt durch den Verlust der Epithelzellen zu einer Reduktion
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der proliferierenden Zellen, wobei in den erkrankten Mausen kein Unterschied zwischen

den beiden Genotypen dokumentiert werden konnte (prag4=0,1797; prags=0,3357).
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Abbildung 28 | Auswirkung einer HMGB1-Deletion auf den Anteil der Ki67-positiven Zellen
in den Krypten im Kolon.

Hmgb 1% und Hmgb 121EC Mause wurden mit DSS-versetztem Trinkwasser zur Induktion einer Colitis
behandelt. Als gesunde Kontrollen wurden unbehandelte (Wasser) Wurfgeschwister verwendet (n#
Wasser=8; NAIEC Wasser=D; Nf/f Tag 4=6; naiEc Tag 4=6; ngf Tag 8=8; naiec Tag 8=7). A) K|67-Farbung der Quer-
schnitte. Skalierung: 50 ym. B) Quantifizierung der Ki67-positiven Zellen in Krypten. Statistische
Auswertung: Mann-Whitney Test.

Zusammengefasst konnte im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt werden, dass HMGB1 in
Epithelzellen eine protektive Rolle wahrend der akuten DSS-Colitis spielt, in milderen ent-
zlindlichen Krankheitsmodell wie der C. rodentium Infektion oder der Cd45RB"s"-vermit-
telten Colitis jedoch entbehrlich ist. HMGB1 aus myeloiden Zellen hingegen beeinflusst
den Verlauf der DSS-Colitis nicht. Die Sequenzierungsanalyse deutet darauf hin, dass

HMGB1 in Epithelzellen in Zellzyklusprozesse involviert ist und wohlmdglich an der
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Aufrechterhaltung der Homdostase der Epithelzellen bei starkem Gewebeschaden betei-

ligt sein kénnte und somit entscheidend zu einer intakten Mukosa beitragt.

3.7 HMGB1 als Tumormarker im Gastrointestinaltrakt des Menschen.

Colitis-Patienten haben ein héheres Risiko an CRC zu erkranken als Menschen ohne ent-
zundliche Vorerkrankung [215], [216]. AuRerdem ist HMGB1, auch unabhangig von einer
inflammatorischen Pradisposition, in einigen Krebsformen starker im Tumorgewebe unter-
schiedlicher Tumorstadien exprimiert und liegt zum Teil in hdherer Konzentration im Se-
rum von an Krebs erkrankten Patienten vor. Es wird sogar als Biomarker bspw. in Lungen-
und Magenkrebs oder bei einem hepatozellularen Karzinom diskutiert [86]. HMGB1 sollte
daher im Rahmen dieser Arbeit auch in diesem Zusammenhang untersucht werden. In
diesem Abschnitt der Arbeit wurde der Einfluss verschiedener HMGB1-Deletionen auf die

Colitis-abhangige oder die spontan auftretende Kolorektalkarzinogenese untersucht.

Zunachst wurde mithilfe eines Online-Tools von GEPIA2 die Expression von Hmgb1 und
Ager (dem Gen fir RAGE) in Tumorgewebe aus Adenokarzinomen und Normalgewebe
des Kolons, des Rektums sowie des Magens dargestellt. In allen Arten ist Hmgb1 im Tu-
morgewebe verglichen zum Normalgewebe der in dieser Datenbank genutzten Patienten
signifikant Uberexprimiert (Abbildung 29 A). Die Genexpression des HMGB1-Rezeptors
Ager ist hingegen im Tumorgewebe signifikant supprimiert (Abbildung 29 B). Diese Zu-
sammenhange kénnten indizieren, dass HMGB1 wohimdglich eine Rolle fir die Karzino-

genese im Kolon spielt.
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Abbildung 29 | Verédnderte Transkription von Hmgb1 und Ager in Karzinomen des gastroin-
testinalen Traktes.

Expression von Hmgb1 und Ager (Gen fur RAGE) in Tumorgewebe aus Adenokarzinomen und
Normalgewebe des Kolons (COAD; ntumor=275; nnormai=349), des Rektums (READ; ntumor=92; nNnor-
ma=318) und des Magens (STAD; Ntumor=408; nNnormai=211). Expression in TPM, transcripts per mil-
lion. Die Graphen wurden mithilfe der Online-Datenbank und dem dazugehdrigen Online-Tool GE-
PIA2 erstellt, die auf RNA-Sequenzierung basiert [217]. Statistik: One-Way ANOVA.

3.8 Effektive HMGB1-Deletion in ApcM™ Mausen.

Bei Menschen wie bei Mausen fuhrt eine gestdrte Funktionalitat von APC zur Entwicklung
von kolorektalen Adenomen und vor allem im Menschen auch zu CRC im Rahmen der
Familiaren Adenomatédsen Polyposis (FAP). Zur Untersuchung der Rolle von HMGB1 fir
die CRC wurden Apc"" Mause verwendet. Durch die Punktmutation im Gen des Tumor-
suppressors APC entwickeln die betroffenen Tiere spontan intestinale Adenome und Kar-
zinome. Daher dient die ApcM Maus der Untersuchung von spontan auftretendem CRC

als geeignetes genetisches Modell [185].
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Die ApcM" Mause wurden mit den Hmgb 12'EC Deletionsmausen verpaart. Fiir die Analyse
der Hmgb1-Genexpression wurde aus diesen Apc™ Mausen sowohl Tumorgewebe als
auch Normalgewebe (makroskopisch tumorfreie Mukosa) verwendet. Mittels gqPCR konnte
gezeigt werden, dass die HMGB1-Deletion in den ApcM™ Hmgb1~EC effektiv war, da die
Hmgb1-Expression der KOs verglichen zu den gefloxten Mausen im Normalgewebe um
80 % und im Tumorgewebe um 95 % signifikant reduziert war (prormai #:a1ec<0,0001; Prumor
#r.aiEc<0,0001) (Abbildung 30 A). In Tumoren gefloxter Mduse war Hmgb1 gegenuber dem
Normalgewebe nicht tUberexprimiert, wodurch sich dieses Ergebnis von der Analyse der
humanen Tumorproben unterscheidet. Die zuvor gezeigte starke Reduktion der Hmgb1-
Transkription wurde ebenso auf Proteinebene in der HMGB1-spezifischen IHC sichtbar.
Die deletierten Epithelzellen zeichneten sich deutlich von den Immunzellen in der Lamina
propria mit HMGB1-positivem Zellkern ab (Abbildung 31 B).
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Abbildung 30 | HMGB1 im Apc™" Modell.

ApcMin Mause (Hmgb17f und Hmgb 124'EC) wurden im Alter von etwa 13 Wochen sakrifiziert. A) Rela-
tive Hmgb1-Expression in Normalgewebe (makroskopisch tumorfreie Mukosa; ni#=6; naec=6) ge-
genliber Tumorgewebe (n#=5; naec=7) aus ApcMr Mausen. B) Immunohistochemische Farbung
von HMGB1 in Kolongewebe von ApcMn Mausen (Tumorgewebe in gelb umrandet). Skalierung:
100 pm. Statistische Auswertung: Two-Way ANOVA.

3.9 Die epitheliale HMGB1-Deletion begunstigt die kolorektale Tumorpro-
gression im ApcMn Modell.

Im Folgenden werden ApcM™ Hmgb 1" mit Apc™ Hmgb 1€ Mausen verglichen und fiir
die Bemessung des Kolons gegen entsprechende Apc™ Mause als Gesundkontrollen auf-
getragen. In tumorbelasteten Mausen beider Genotypen waren die Kolons im Vergleich
zu den Gesundkontrollen signifikant um 11 % (Hmgb1") bzw. 13 % (Hmgb1~'E€) verkirzt
(p#rwemin=0,0033; paiec wimin=0,0008) (Abbildung 31 A). Es wurde kein Unterschied in der
HMGB1-Serumkonzentration beider Versuchsgruppen gemessen (Abbildung 31 B). Die
Versuchsgruppen wiesen eine vergleichbare Anzahl an Tumoren auf (Mittelwerte:
Hmgb1" 2,3 und Hmgb1~'E¢ 3,5 Tumore; p=0,1259) (Abbildung 31 C). Mit Blick auf den
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Tumor Score war die Tumorbelastung in den HMGB1-deletierten Mausen mehr als doppelt
so hoch wie in den gefloxten Mausen (p=0,008) (Abbildung 31 D, E). Wie in Abbildung
31 E ersichtlich, ist der Unterschied im Tumor Score auf 2,3-mal mehr mittlere (p=0,0532)
und vor allem auf 4,5-mal mehr groRe Tumore in den HMGB1-deletierten Apc™" Mausen
als in den gefloxten Mausen zurtickzufiihren (p=0,0004) (Abbildung 31 F). In den repra-
sentativen H&E-gefarbten swiss roll Gewebeschnitten wird der Unterschied der Tumorbe-
lastung zwischen gefloxten und deletierten Mausen noch einmal dargestellt (Abbildung
31 G). Insgesamt sprechen diese Ergebnisse fir eine verstarkte Tumorprogression, die
durch die HMGB1-Deletion in Epithelzellen hervorgerufen wird.
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Abbildung 31 | Auswirkung der epithelialen HMGB1-Deletion auf das Tumorwachstum im
ApcVMir Modell.

ApcMin Hmgb 1% und ApcMn Hmgb 12EC Mause wurden im Alter von 13 Wochen sakrifiziert und ana-
lysiert (N ApcMin=27; Naiec apcmin=31). Als Gesundkontrolle wurden wildtypische Wurfgeschwister
(Apc"t beider Hmgb1-Genotypen) verwendet. A) Lange des Kolons (N apewt=6; Naiec apewt=5).
B) HMGB1-Konzentration im Serum (nsif apcwt=3; Naiec apewt=4; Nt ApcMin=9; NaiEC ApcMin=9). Die Tumor-
belastung als C) Anzahl der Tumore pro Kolon sowie als D) Tumor Score. E) Reprasentative Dar-
stellung der Tumore im Kolon (schwarze Pfeile markieren jeweils einen Tumor). F) GréRenvertei-
lung der Tumore. G) H&E-Farbung der Kolons als swiss rolls. Das Tumorgewebe ist mit * markiert.
Skalierung: 1 mm. Statistische Auswertung: A, B, Two-Way ANOVA Test; C, D, F, Mann-Whitney
Test.
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Tumore kénnen lokale Entziindungen auslésen, da Tumorzellen das Immunsystem akti-
vieren. Dabei entsteht ein sogenanntes tumor micro-environment (TME), ein spezielles
Milieu, das durch bestimmte inflammatorische Komponenten wie Tumor-assoziierte Im-
munzellen (z.B. TAMs und TANSs), Zytokine und Chemokine charakterisiert ist [218], [219].
Aus diesem Grund wurden sowohl im Normal- als auch im Tumorgewebe der ApcMin
Mause immunregulatorische Gene auf ihre Expression hin untersucht, die bzw. Neutro-
philen und Makrophagen spezifisch zugeordnet werden kénnen (Abbildung 32). Im Nor-
malgewebe waren Cx3cr1, Tgfb sowie der pro-inflammatorische Marker Cxcl2 in ApcMn
Hmgb12'EC verglichen zu Apc™™ Hmgb 1" starker exprimiert (pcxscri=0,0170; patg+=0,0019;
Pcxei2=0,0008; prgn<0,0001). Im Tumorgewebe der ApcM™ Hmgb 1€ Mause war lediglich
die Expression des HMGB1-Rezeptors Tir4 im Vergleich zu den gefloxten Mausen redu-
ziert (p7+=0,0245). Alle anderen gemessenen pro-inflammatorischen (//1b, Ifng, Tnf) und
anti-inflammatorischen (Chil3, Arg1) Gene waren in beiden Genotypen gleich exprimiert.
Dies konnte einen Hinweis auf Veranderungen im Normalgewebe in unmittelbarer Nahe
zum Tumor in den deletierten Mausen sein, welches wiederum einen direkten Einfluss auf
die Tumorprogression haben kénnte. Im Tumor selbst bzw. im TME lagen keine gravie-
renden Veranderungen in der Expression immunregulatorischer Gene in ApcM™ Hmgb 12'EC

verglichen zu ApcM™ Hmgb 1" Mausen vor.
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Abbildung 32 | Genexpression im Normal- und Tumorgewebe der Apc" Mause.

ApcMin Hmgb 1% und ApcMin Hmgb 121EC M&use wurden im Alter von 13 Wochen sakrifiziert und ana-
lysiert (ApcMin normal: Npmgs1™=6; Npmgs>EC=5; ApcMin TuMOr: Npmgs1"=5; NHmgb12'EC=7). Relative Ex-
pression immunregulatorischer Marker (Chil3, Arg1, Cx3cr1, Cxcl2, ll1b, Ifng, Tgfb, Tnf) sowie Tir4
als HMGB1-Rezeptor. Statistische Auswertung: Two-Way ANOVA Test.
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Die Tumorprogression war in den Hmgb1*E¢ Mausen wesentlich starker als in den
Hmgb 1" Mausen. Neben der Expression immunregulatorischer Gene, sollte auch die Ex-
pression von bekannten Schllisselproteinen flr die Proliferation im Tumorgewebe sowie
im Normalgewebe mittels gPCR getestet werden, um die Auswirkung der HMGB1-Dele-
tion in Epithelzellen auf die Proliferation zu untersuchen. Fir das Zytokin IL-33, welches
auch als DAMP charakterisiert ist, wurde bereits ein Proliferations-fordernder Effekt Gber
den NF-kB-Signalweg auf CRC mit erhdhter Pcna-Expression in Tumoren beschrieben
[220]. SOX9 ist ein vom WNT/B-Catenin-Signalweg abhangiger Transkriptionsfaktor, der
in intestinalen Krypten die Multipotenz sowie Differenzierung der Epithelzellen beeinflusst
[208]. In der Pathogenese des Magenkarzinoms beispielsweise férdert es die epithelial-
mesenchymale Transition [221, S. 9]. SOX9 wurde bisher abhangig der Krebsart jedoch
sowohl als Tumorsuppressor als auch als onkogen klassifiziert. Gerade in Bezug auf CRC
wurden beide Eigenschaften beschrieben [153], [222], [223]. Im Normalgewebe der
Hmgb12'E€ Mause waren Sox9 und Pcna signifikant um das 2,5-fache bzw. 2-fache hoher
exprimiert als in den gefloxten Mausen (Abbildung 33 A; psoxsN=0,0001, pecaN=0,0095).
Im Tumorgewebe der KO-Mause war eine 1,6-fach nicht signifikant hdhere Expression
von Sox9 zu verzeichnen (psoxoT=0,0819). Zur Untersuchung einer erhéhten Stammzell-
proliferation, die bereits im Normalgewebe vorliegen kénnte, wurden zusatzlich Asci2 als
WNT-empfangliches Zielgen und Hauptregulator des Stammzellmarkers Lgr5 [224, S. 2],
Lgr5 selbst sowie Jun als proto-onkogenen Transkriptionsfaktor [225] getestet. Die Ex-
pression der Gene Jun und Lgr5 war durch die HMGB1-Deletion im Normalgewebe signi-
fikant um das 1,7-fache bzw. 1,8-fache erhoht (Abbildung 33 B; psusN=0,0087;
PLgrsN=0,0087). Asc/2 war in den HMGB1-KOs tendenziell doppelt so hoch exprimiert wie
in den gefloxten Mausen (pasc2N=0,0519). Durch die Deletion von HMGB1 in den Epithel-
zellen schien vor allem im Normalgewebe der ApcM™ Mause fir die Proliferation der epithe-

lialen Stammzellen relevante Gene eine erhdhte Expression vorzuliegen.
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Abbildung 33 | Einfluss der epithelialen HMGB1-Deletion auf die Proliferation im Tumor- und
im Normalgewebe gefloxter und deletierter Apc“i™ Mause.

ApcMin Hmgb 1% und ApcMin Hmgb 12EC Mause wurden im Alter von 13 Wochen sakrifiziert und auf
die Genexpression von Genen analysiert, die mit Zellproliferation assoziiert sind (ApcMn normal:
NHmgb1"=6; NHmgb12'EC=5; ApcMin TumMOor: NHmgs1"'=5; Npmgr*EC=7). Relative Expression von A) Sox9
und Pcna in Normal- und Tumorgewebe und von B) Asc/2, Jun und Lgr5 im Normalgewebe (mak-
roskopisch tumorfreie Mukosa). Statistische Auswertung: A, Two-Way ANOVA Test; B, Mann-Whit-
ney Test.

Fir die weitere Untersuchung des Phanotyps und vor allem zur Orientierung und Einschat-
zung des Expressionsmusters fur weiterfihrende Analysen wurde sowohl RNA von Nor-
malgewebe (makroskopisch tumorfrei) als auch des von derselben Maus stammenden
Tumorgewebes beider Genotypen (Apc"™ Hmgb1" und ApcM™ Hmgb1~EC) sequenziert.
Im Normalgewebe der Hmgb1~E¢ Mause war die Expression von 67 Genen signifikant
starker induziert und von 90 Genen im Vergleich zum Normalgewebe gefloxter Mause
reduziert (Abbildung 34 A). Unter diesen Genen waren ebenfalls einige enthalten, die be-
reits im Vergleich von Hmgb12E€ und Hmgb 1" Kontrollmausen (Wasser) der DSS-Colitis
identifiziert wurden. Dazu zahlten Hmgb1, Gnai1, Pcdh17 und Olfr78. Die Expression die-
ser Gene scheint also unabhangig von der Apc™" Mutation durch die HMGB1-Deletion
verandert zu sein. Im Tumorgewebe der KO-Mause wurden im Vergleich zu den gefloxten
Mausen 182 hoch- und 141 herunterregulierte Gene identifiziert (Abbildung 34 A). Die Ex-
pression des Gens Gnai1 war im Normal- und im Tumorgewebe der KO-Mause signifikant
reduziert, sodass eine epitheliale HMGB1-Deletion eine verringerte Gnai1-Expression un-
abhangig von der Zellveranderung durch die Tumorgenese bewirkt. Insgesamt war die
Expression von 323 Genen im Tumorgewebe und 157 Genen im Normalgewebe, darunter
24 Gene in beiden Geweben gleichermalien, im Zusammenhang mit der epithelialen
HMGB1-Deletion signifikant verandert (Abbildung 34 B).

Die identifizierten Gene beider Gewebe wurden auf bestimmte Signalwege mittels der GO
pathway enrichtment Analyse untersucht. Die HMGB1-Deletion hatte weder im Normal-

noch im Tumorgewebe einen relevanten Einfluss auf die Expression Apoptose- oder
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Autophagie-spezifischer Gene. Es konnten einige unterschiedlich regulierte Gene in bei-
den Geweben identifiziert werden, die dem angeborenen Immunsystem und den darin in-
begriffenen Zytokin-Signalwegen zugeordnet werden kdnnen. Des Weiteren war die Ex-
pression einiger Gene im Normalgewebe der KO-Mause verandert, die in die MAPK Sig-
nalkaskade involviert sind. Im KO-Tumorgewebe war die Expression von 5 Genen veran-
dert, welche im NF-kB Signalweg von Bedeutung sind. Im Normalgewebe der KO-Mause
waren aullerdem der Adenylate cyclase inhibitory pathway (Adcy9, Gnai1, Gnat3), die
GABA B receptor activation (Adcy9, Gnai1, Kcnjb, Gnat3) und die Transmission across
chemical synapses (Raf1, Adcy9, Nefl, Snap25, Gnat3, Kcnj5, Cpix1, Gnai1) durch die
HMGB1-Deletion signifikant beeinflusst (FDR<0,05, Abbildung 34 C). Im Tumorgewebe
waren hauptsachlich der Keratan sulfate/keratin metabolism (Ogn, Hexb, Lum, Fmod,
B3gnt7), nuclear receptor transcription pathway (Nr2c2, Hnf4g, Thrb, Ppara, Esrrg, Ar,
Nr2c2ap), antigen processing-cross presentation (H2-M2, Psmb8, Cd207, H2-Q4, Tap1,
B2m, H2-Q6, Psmb9), muscle contraction (Kcnd1, Myh11, Mybpc1, Ryr2, Vcl, Fgf12,
Sorbs1, Des, Tmod2, Scn7a, Myl6b, Lmod1, Kcnk3, Actg2) sowie peptide ligand-binding
receptors (Pyy, Grp, Pdyn, NpyZ2r, Cxcl9, Npy, Agt, Cck, Cxcl10, Sstr1, Qrfp, Sstr3) signi-
fikant verandert (FDR<0,05, Abbildung 34 D). So wie bei der Analyse der DSS-Proben,
konnte auch in den ApcM" Mausen keine Aussage Uber den zellularen Hintergrund der
veranderten Signalwege getroffen werden, da es sich um eine Gesamtgewebeanalyse
und keine Einzelzellsequenzierung handelte. Gleichwohl sind einige der identifizierten
Gene, welche diesen Signalwegen zugeordnet sind, laut The Human Protein Atlas im Ko-
lon eher spezifisch fur Epithelzellen, Mukus-produzierende Zellen, intestinale endokrine
Zellen oder undifferenzierte Zellen und nicht oder weniger fir Immunzellen [211], [212],
[226]. Unter diese Gene fallen bspw. Adcy9, Gnat3, Gnai1, Snap25, Cplx1, Olfr78 im Nor-
malgewebe oder B3gnt7, Fmod und die Mehrheit der Gene des Nuclear receptor transcrip-

tion pathway im Tumorgewebe.

Des Weiteren wurden im Normalgewebe hochregulierte Gene identifiziert, die bei Uberex-
pression zu einer erhdhten Zellproliferation beitragen kdnnen. Dazu gehdren u.a. die On-
kogene Raf1 und Rab43, die guanine nucleotide exchange factors (GEFs) Fgd1 (zu
CdC42) und Arhgef11 (zu RhoA GTPase), Arhgdib (GDP dissociation inhibitor), Lrp5
(WNT-Rezeptor), Notch1, Cmip (c-Maf induzierend). Durch die Sequenzierung der Apc'n
Mause wird deutlich, dass die epitheliale HMGB1-Deletion einen Einfluss auf das Genex-
pressionsmuster des Kolongewebes wahrend der spontanen Karzinogenese hat. Darliber
hinaus konnte mittels gPCR gezeigt werden, dass sowohl einige inflammatorisch relevante
Gene als auch Gene, die mit der Zellproliferation assoziiert sind, im Normalgewebe der

KO-Mause starker exprimiert waren als in den gefloxten Mausen.
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Abbildung 34 | Einfluss von HMGB1 auf die Genexpression in Normal- und Tumorgewebe
bei gefloxten und HMGB1-deletierten Apc™" Mausen.

Darstellung der signifikant unterschiedlich regulierten Gene in ApcMr Hmgb12EC verglichen mit
ApcMn Hmgb 1% (n=4 pro Gruppe) in VENN Plots fir A und B) signifikant hoch- (roter Pfeil) und
herunterregulierte (blauer Pfeil) Gene in Tumoren und Normalgewebe (makroskopisch tumorfreies
Gewebe). Ergebnisse der GO term pathway enrichment Analyse fur C) Normalgewebe und D) zu-
gehdriges Tumorgewebe. FDR = false discovery rate.

3.10 Die epitheliale HMGB1-Deletion hat keinen Einfluss auf die Colitis-as-
soziierte Karzinogenese im murinen AOM/DSS Modell.

Allgemein wird angenommen, dass die chronische Entziindung einiger Organe eine Pra-
disposition fir die Entstehung maligner Dysplasien in einigen Organen darstellen kann
[62], [227]. HMGB1 ist in vielen Publikationen als Treiber fir Karzinogeneseprozesse
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beschrieben. Bei sterilen entzindlichen Prozessen (z.B. in der Leber) scheint HMGB1 das
Wachstum von malignen Tumoren zu begtinstigen [228], [229]. Weiterhin gibt es Studien,
die zeigen, dass z.B. LPS, welches die geschadigte Darmwand im Bereich von Adenomen
penetriert, die Entartung hin zu CRC begunstigt [230]. Daher sollte die spezifische Rolle

von HMGB1 bei der chronischen Schadigung der intestinalen Barriere untersucht werden.

Um zu untersuchen, wie sich eine chronische Entziindung im Zusammenhang mit einer
epithelialen HMGB1-Deletion auf die Tumorentwicklung auswirkt, wurden Hmgb1" und
Hmgb1~EC Mause im AOM/DSS-Modell untersucht. Der starker ausgepragte Gewichts-
verlust in epithelialen HMGB1-KOs zeigte sich auch im Modell wiederholter DSS-Applika-
tion (prags=0,0795; prags-s=0,0195; prage=0,0035) (Abbildung 35 A). Trotz der unterschied-
lichen Gewichtsentwicklung deutete die Messung der Kolonlange auf eine dhnlich ausge-
pragte Entzindung in beiden Gruppen hin (p=0,9841) (Abbildung 35 B). Dies ist ein Indiz
daflr, dass die Entzindung zum Endzeitpunkt bei wildtypischen und HMGB1-deletierten
Mausen vergleichbar war. Die intermittierend durchgefiihrte Kolonoskopie ergab eine na-
hezu identische Tumorentwicklung in beiden Genotypen (Abbildung 35 C). In der makro-
skopischen Untersuchung der Tumore am Versuchsende bestétigte sich zum einen die
Anzahl der Tumore pro Kolon und zum anderen ergab sich auch ein vergleichbarer mak-
roskopischer Tumor Score, der eine Aussage uber eine ahnliche GréRRenverteilung zuliefl3
(Abbildung 35 D). Zusammengefasst deuten die Ergebnisse darauf hin, dass eine epithe-
liale HMGB1-Deletion keinen signifikanten Einfluss auf die Entstehung von CRC im
AOM/DSS-Modell hat.
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Abbildung 35 | Die phanomenologische Auswirkung der epithelspezifischen HMGB1-Dele-
tion im AOM/DSS-Modell inflammatorischer Karzinogenese im Kolon.

Hmgb 1% und Hmgb12EC Mause wurden initial (Tag -5) mit AOM und anschlieRend (iber 3 Zyklen
mit DSS-versetztem Trinkwasser zur Induktion einer chronischen Colitis behandelt (1 Zyklus:
5 Tage DSS, 16 Tage Wasser). Als gesunde Kontrollen fiir den Kolonlangenvergleich wurden un-
behandelte Wurfgeschwister verwendet (n#f kontrolle=5; NaIec Kontrolle=5; N#=10; Naiec=9). A) Gewichts-
verlauf der AOM/DSS-behandelten Mause beider Genotypen. Die roten Pfeile weisen auf die en-
doskopische Untersuchung der B) Tumorbelastung im Krankheitsverlauf hin. C) Verkirzung des
Kolons. Die Tumorbelastung zum Zeitpunkt der Organentnahme angegeben als D) Tumorzahl und
E) makroskopischer Tumor Score, der die Tumorgréf3e beriicksichtigt. Statistische Auswertung: A
Two-Way ANOVA Test (Fisher's); B, C, Two-Way ANOVA Test; D, E, Mann-Whitney Test.

3.11 Die myeloide HMGB1-Deletion hat keinen Einfluss auf die spontane
ApcMn-bedingte Karzinogenese.

Um die Relevanz von HMGB1 aus myeloiden Zellen fir die intestinale Karzinogenese zu
untersuchen, wurden Apc"™ Mause mit Myeloid-zellspezifischen HMGB1-KO Mausen ge-
kreuzt. Im Folgenden wurden Apc™™ Hmgb 125sM mit ApcM® Hmgb1"f Mausen verglichen,
die sich im Versuchsverlauf ahnlich entwickelten. In der Anzahl der Tumore unterschieden
sich die Genotypen nicht voneinander (Abbildung 36 A). Nach der makroskopischen Be-
urteilung der Tumore wurde deutlich, dass die KO-Mause um 37 %, jedoch nicht signifi-
kant, weniger belastet waren als die gefloxten ApcM" Mause (Abbildung 36 B; p=0,0759).
Diese Tendenz war ebenfalls leicht erkennbar beim Auftragen der Tumorzahl gegen die
GroRe der Tumore (Abbildung 36 C). Insgesamt entwickelten die ApcM™ Mause mit myeloi-

der HMGB1-Deletion im Vergleich zu den gefloxten Mausen keinen signifikant veranderten
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Phanotyp. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass HMGB1 aus myeloiden

Zellen fur die spontane Karzinogenese im Kolon nicht relevant ist.
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Abbildung 36 | Einfluss der myeloiden HMGB1-Deletion auf die spontane Karzinogenese in
ApcMin-Miusen.

ApcMin Hmgb 1% und ApcMin Hmgb 1ALysM Mause wurden im Alter von 15 Wochen sakrifiziert und
analysiert (nif apeMin=24; naiec apeMin=29-30). Als Gesundkontrolle wurden wildtypische Wurfge-
schwister (ApcVt beider Hmgb1-Genotypen) verwendet. Die Tumorbelastung in ApcMn Mausen als
B) Anzahl der Tumore sowie C) Tumor Score. D) GréRenverteilung der Tumore, klein = 1 mm, mit-
tel = 2-3 mm, gro3 = 3-5 mm. Statistische Auswertung: A-C, Mann-Whitney Test.

3.12 Die myeloide HMGB1-Deletion reduziert die Colitis-assoziierte Karzi-
nogenese im Kolongewebe.

Die Auswirkung der HMGB1-Deletion aus myeloiden Zellen auf die Karzinogenese im
chronisch-entziindeten Darm wurde mithilfe von Hmgb1™ und Hmgb12-ysM Mausen im
AOM/DSS-Modell untersucht. Im Gewichtsverlauf Gber die drei DSS-Zyklen unterschieden
sich die beiden Genotypen nicht signifikant voneinander (Abbildung 37 A). In der Lange
des Kolons, die ein Indiz fir den Grad der Colitis zum Zeitpunkt der Organentnahme liefert,
wurde kein Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt (Abbildung 37 B). Nach dem
3. Zyklus war die Tumorbelastung der KO-Mause verglichen zu den gefloxten Mausen
signifikant um 48 % reduziert (pzykus3=0,0074). Sowohl die Anzahl der Tumore als auch
der makroskopische Tumor Score waren in den KO-Mausen ebenfalls erheblich um 34 %
bzw. 37 % im Vergleich zu gefloxten Mausen reduziert (Abbildung 37 D, E; prumor-
2ah=0,0056; prumorscore=0,0007). Die Ergebnisse dieses Versuchs indizieren eine tumorfor-
dernde Funktion von HMGB1 in myeloiden Zellen im chronisch-entziindeten Kolon. Da
HMGB1 als freigesetzter immunregulatorischer Faktor fur die infiltrierenden Immunzellen
in Frage kommt, wurden diese auf ihre Frequenz im Tumorgewebe mittels FACS Analyse

im nachsten Schritt auf untersucht.
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Abbildung 37 | Einfluss der myeloiden HMGB1-Deletion auf die Colitis-assoziierte Karzino-
genese.

Hmgb 17 und Hmgb12LysM Mause wurden initial (Tag -5) mit AOM und anschlieRend Uber 3 Zyklen
mit DSS-versetztem Trinkwasser zur Induktion einer chronischen Colitis behandelt (1 Zyklus:
5 Tage DSS, 16 Tage Wasser). Als gesunde Kontrollen fir den Kolonlangenvergleich wurden un-
behandelte Wurfgeschwister verwendet. A) Gewichtsverlauf und B) Kolonlange (Namgs1™=10;
NHmgb2Y$M=12). C) Tumorbelastung im Krankheitsverlauf mit beispielhaften endoskopischen Auf-
nahmen (rechts) (Numgb1"™=19; Npmgsr2ysM=22). Mittels makroskopischer Bestimmung am entnom-
menen Darm ermittelte D) Tumorzahl und E) makroskopischer Tumor Score (Namgs1™=19;
NHmgb2YsM=22). Statistische Auswertung: A-C, Two-Way ANOVA Test; D, E, Mann-Whitney Test.

Die Zellen der angeborenen Immunantwort kdnnen vor allem Gber den NF-kB-Signalweg
und entsprechende Zytokine wie IL-6 oder TNF die Entwicklung eines pro-inflammatori-
schen TME fordern sowie die Proliferation der Epithelzellen [231]. Eine Veranderung der
Frequenzen myeloider Zellen im Gewebe kann folglich einen Einfluss auf die Tumorge-
nese haben. AuRerdem soll die Auswirkung auf Zellen des adaptiven Immunsystems er-
mittelt werden, da bekannt ist, dass eine Veranderung der T-Zell-Populationen die Tumor-
genese beeinflussen kann [232]. Weiterhin ist bekannt, dass das Vorhandensein von Tu-
moren wiederum einen Einfluss auf die Zusammensetzung der T-Zellen hat [233]. Da die
Tumorgenese durch die myeloide HMGB1-Deletion reduziert wird, soll mittels FACS-Ana-
lyse untersucht werden, ob die Frequenzen der Immunzellpopulationen im TME durch den
HMGB1-KO verandert werden.

Der Anteil an Ly-6G* Neutrophilen, Ly-6C"e" inflammatorischen Monozyten und F4/80*
Makrophagen im Tumorgewebe AOM/DSS behandelten Mause beider Genotypen ver-
gleichbar (Abbildung 38 A). Zusatzlich wurde die Subpopulation ARG1-produzierender
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M2-Typ Makrophagen analysiert, da bereits ein Zusammenhang zwischen der Tumorge-
nese im CAC-Modell und M1- bzw. M2-Typ TAMs bekannt ist. In der Publikation konnte
gezeigt werden, dass bei einer geringeren Tumorbelastung die Anteile von inflammatori-
schen Monozyten und Makrophagen unverandert waren, M1-TAMs hingegen waren ver-
mehrt und M2-TAMs reduziert im TME vorhanden [234]. Die Population der hier unter-
suchten ARG 1-produzierenden Makrophagen war im Vergleich der Genotypen jedoch ver-
gleichbar. Im Tumorgewebe der myeloiden KO-Mause waren etwa gleich viele Cd4*, Cd8*
T-Zellen sowie Tu17-Zellen vorhanden wie in den gefloxten Kontrollmausen (Abbildung
38 B). Der Anteil der T-regulatorischen (Trg)-Zellen war in den KO-Mausen leicht redu-
ziert, jedoch ohne signifikanten Unterschied (p=0,0714). Eine verringerte Anzahl an Tiegs
kann unter Umstanden zu einer aktiveren Antitumorantwort fihren, da die Effektor-T-Zel-
len weniger reguliert werden [233], [235]. Die FACS-Analyse deutete nicht auf eine stark
veranderte Zusammensetzung der infiltrierten Immunzellen im Tumorgewebe hin. Die re-
duzierte Tumorgenese in den KO-Mausen scheint weder auf eine verminderte Infiltration
von myeloiden Zellen noch auf eine Veranderung der T-Zell-Populationen zurtickzuflihren
sein, da die HMGB1-Deletion keinen Einfluss auf die Frequenzen der untersuchten Im-
munzellpopulationen hat. Die Immunzellzusammensetzung ist somit vergleichbar, jedoch
kann keine Aussage Uber eine mogliche intrazellulare Veranderung in den Immunzellen
oder einen Effekt durch die Nicht-Freisetzung von HMGB1 getroffen werden, die sich auf

das Tumorwachstum auswirken konnten.
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Abbildung 38 | FACS Analyse der Inmunzellfrequenzen im Colitis-assoziierten Tumorge-
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Hmgb 17 und Hmgb12LysM Mause wurden initial (Tag -5) mit AOM und anschlieRend Uber 3 Zyklen
mit DSS-versetztem Trinkwasser zur Induktion einer chronischen Colitis behandelt (1 Zyklus:
5 Tage DSS, 16 Tage Wasser). Als gesunde Kontrollen fiir den Kolonlangenvergleich wurden un-
behandelte Wurfgeschwister verwendet. Mittels FACS wurde das Tumorgewebe hinsichtlich der
Frequenz an unterschiedlichen A) Neutrophilen sowie Monozyten-/Makrophagenpopulationen und

" Hmgb1™
O Hmgb1*tysM

B) T-Zellpopulationen bestimmt. Statistische Auswertung: Mann-Whitney Test.
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4 Diskussion

Das Zusammenspiel von DAMPs und PAMPs bei entzindlichen Prozessen und deren
kombinierter Einfluss auf eine Immunantwort sind besonders an Oberflachen epithelialer
Organe relevant [41]. Die hier zugrunde liegenden Wirkmechanismen sind sehr komplex
und noch weitestgehend ungeklart. Dem prototypischen DAMP HMGB1 wird dabei in der
Vielzahl wissenschaftlicher Literatur eine Schllsselrolle bei akuten und chronisch-mal-
adaptiven Entziindungsprozessen in verschiedenen Organen zugeschrieben [86], [164].
Gleichzeitig bestehen zur Funktion von HMGB1 nach wie vor Unklarheiten hinsichtlich der
bisher gewonnen Daten, die sich grotenteils auf Antikdrperstudien und Inhibitionsversu-
che (mit teilweise uneindeutiger Spezifitat bzw. Nebeneffekten auf weitere Molekule), so-
wie Untersuchungen zu akuten und chronischen Entziindungen in sterilen Organen (z.B.
Leber) beschranken. Zudem ist die Wechselwirkung von DAMPs und PAMPs an der mu-
kosalen Barriere Gberaus unverstanden. Weiterhin fehlen diesbeziglich solide, rein gene-
tische Experimente, die die funktionelle Rolle von HMGB1 Kontext-abhangig adressieren.
Im Zentrum der Fragestellung dieser Arbeit stand daher der relative Beitrag von HMGB1
fur akut-entziindliche und chronisch-maladaptive Prozesse im Darm als Bakterien-besie-
deltes Organ [2]. Das Ziel war eine explorative Ausarbeitung der immunregulatorisch funk-
tionellen Rollen von HMGB1 in diesen Prozessen anhand neuartiger Versuchstiere mit
konditionaler HMGB1-Defizienz in verschiedenen Zelltypen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
sollten dariiber hinaus eine Datengrundlage flir weiterfihrende in vivo und in vitro Versu-
che zur HMGB1-Funktionalitat im Rahmen von CEDs und CRC schaffen.

4.1 HMGB1 wird wahrend der humanen CU und der murinen DSS-Colitis
freigesetzt

In der hier vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass ein erhéhter Wert fur die HMGB1-
Konzentration im Serum durchaus eine Colitis anzeigt. Diese Assoziation zwischen einer
erhéhten HMGB1-Konzentration im Serum mit der Colitis konnte ebenfalls im DSS-Maus-
modell gezeigt werden. Dabei wurde keine Korrelation zwischen der Proteinkonzentration
und dem Schweregrad der CU bzw. dem Zeitpunkt der murinen Colitis festgestellt, was
hingegen in CU Patienten einer anderen Studie gezeigt worden ist [192]. Chen et al. zeig-
ten eine ansteigende HMGB1-Konzentration im Serum von mild/moderat erkrankten Pati-
enten zu schwer erkrankten Patienten. Dabei wurden Patienten mit jeglicher Co-Morbiditat
von der Analyse in der Publikation ausgeschlossen. Wahrend in der Studie von Chen et
al. aulerdem ausschlieBlich Proben von unbehandelten Patienten verwendet worden
sind, waren in der hier vorgelegten Arbeit Proben mit inbegriffen, die von Patienten vor

und nach einer 3-monatigen entziindungshemmenden Therapie enthommen wurden.
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Jedoch hatte diese 3-monatige Behandlung der Patienten, die den Schweregrad bei eini-
gen verringerte (Anderung des Colitis-Scores), keinen Einfluss auf die HMGB1-Konzent-
ration im Serum. Insgesamt bestatigen die hier vorgelegten Ergebnisse, dass HMGB1
durchaus eine entziindliche Erkrankung (bei Mdusen mit schwerem Gewebeschaden) an-
zeigen kann, jedoch keinen Ruckschluss auf den Schweregrad einer Colitis zuldsst bzw.
fur die Abschatzung der entziindlichen Aktivitat geeignet ist. Um HMGB1 als Biomarker
fur eine CED in der Diagnostik einsetzen zu kénnen, ware allerdings genau diese zuver-
lassige Korrelation zwischen Proteinkonzentration im Serum und Schweregrad entschei-
dend. Welche Zellen letztendlich fiir die Freisetzung und den Anstieg von HMGB1 im Se-
rum der Tiere verantwortlich sind, kann an dieser Stelle nicht bestimmt werden. Durch die
immunhistochemische Farbung von HMGB1 wird jedoch angedeutet, dass durch die Ent-
zindung im humanen sowie im Maus-Darmgewebe die teilweise Translokation des Pro-
teins vom Zellkern ins Zytosol in Epithel- und in Immunzellen in der Lamina propria statt-
findet. Es ist anzunehmen, dass auf die Translokation eine aktive oder passive Freiset-
zung des Proteins in den Extrazelluldarraum sowohl durch die Immunzellen [92], [110],
[236] als auch Gewebezellen [237], [238] folgt, welche durch das entzindliche Milieu da-
hingehend stimuliert werden. Diese Translokation und Freisetzung kdnnten anschlieRend

fur den Anstieg der HMGB1-Konzentration im Serum verantwortlich sein.

4.2 HMGB1 aus intestinalen Epithelzellen ist relevant fur die Aufrechter-
haltung der Darmbarriere wahrend der murinen DSS-Colitis

Es existieren verschiedene Mausmodelle, die es ermoglichen CEDs bzw. eine CU nach-
zuahmen und so ihre bisher noch nicht vollstandig verstandenen Ursachen zu erforschen.
Diese konnen z.B. chemisch-induziert, durch globale oder konditionelle Knockouts hervor-
gerufen oder durch den Transfer von pro-inflammatorischen T-Zellen vermittelt sein [175],
[178], [239]. Zunachst einmal wurden in der C. rodentium-vermittelten und im T-Zell Trans-
fermodell keine gesteigerten HMGB1-Serumlevel im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren
gemessen, was auf die zum DSS-Modell unterschiedlichen Pathomechanismen der Coli-
tis-Modelle zurtiickzuflhren sein kdnnte. Die Krankheitsverlaufe in diesen beiden Modellen
sind bezogen auf den Gewebeschaden und den allgemeinen Krankheitsverlauf im Ver-
gleich zur DSS-Colitis wesentlich milder. Die Inflammation in der C. rodentium Infektion ist
zwar deutlich erkennbar durch die erhéhten Entzindungsparameter (z.B. IL-6, CXCL2 und
NOS2), die Veranderung der Mukosa in Form einer Verdickung, die Verkirzung des
Darms sowie die Immunzellinfiltration, doch ein Anstieg von HMGB1 im Serum im Ver-
gleich zu den gesunden Tieren ist nicht aufgetreten. Durch den Transfer der Cd45RB"9"
Zellen wird ein ahnliches mildes Krankheitsbild wie durch die C. rodentium Infektion er-

zeugt. Die HMGB1-Konzentration liegt in den Mausen, in die T-Zellen transferiert wurden,
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unverandert vor. Dies kdnnte durch den viel spateren Zeitpunkt der Messung (Tag 44 nach
Transfer) begrindet sein, jedoch sind die klinischen Symptome zu diesem Zeitpunkt am
starksten gewesen. Ein optimaler Zeitpunkt fur eine Konzentrationsmessung im Serum ist
nicht bekannt und es wird nach wie vor diskutiert, in welchen Modellen HMGB1 als friher
oder spater Mediator einer Entziindung funktioniert, der dann im Serum oder Stuhl mess-
bar ist [240], [241]. Ferner liegt wie bei der C. rodentium Infektion auch in der T-Zell-ver-
mittelten Colitis eine intaktere epitheliale Darmbarriere vor als in der DSS-Colitis. Insge-
samt hatte die HMGB1-Defizienz keinen Einfluss auf die Krankheitsverlaufe der C. roden-
tium- und T-Zell-vermittelten Colitis. Abschlielend lasst der Vergleich der drei Colitis-Mo-
delle die Schlussfolgerung zu, dass HMGB1 wahrend der DSS-Colitis mit nekrotischem,
epithelialem Zellschaden ins Serum freigesetzt wird, in den milder verlaufenden Darment-

zindungen jedoch nicht.

In der DSS-Colitis wird der Zellschaden der Epithelzellen direkt durch den hyperosmoti-
schen Effekt des DSS hervorgerufen und erfolgt, im Gegensatz zur Transfer-Colitis, relativ
unabhangig von der adaptiven Immunantwort [242], [243]. Zwar wird wahrend der DSS-
Colitis wie in der humanen CU vermehrt HMGB1 freigesetzt, in epithelialen KO-Mausen
(Hmgb1~EC) ist die HMGB1-Konzentration im Serum jedoch ebenso erhoht wie in den
Kontrollmausen, weshalb Epithelzellen nicht als Hauptquelle fur das freigesetzte HMGB1
in Frage kommen. Als weitere mdgliche Quelle kdnnten die Geweberesidenten sowie die
infiltrierenden Immunzellen wie bspw. Makrophagen, Dendritische Zellen und Neutrophile
(oder Endothelzellen, Thrombozyten usw.) dienen. In anderen Studien wurde bereits ge-
zeigt, dass fir die Freisetzung des DAMPs nicht zwangslaufig die primar geschadigten
Zellen verantwortlich sein missen. Wahrend einer Listerien-Infektion bspw. sterben vor
allem die infizierten und infiltrierenden Immunzellen im Rahmen der Immunantwort ab,
sind jedoch nicht die Quelle des erhéhten HMGB1-Levels, sondern die sekundar betroffe-
nen und gestressten Hepatozyten [238]. Versuchstiere mit einer myeloiden HMGB1-Dele-
tion weisen jedoch keinerlei Unterschiede zu Wildtypmausen weder in der C. rodentium
Infektion, noch in der DSS-Colitis auf. Dies weist daraufhin, dass HMGB1 aus myeloiden
Zellen keinen relevanten Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat. Insgesamt scheint die
erhdhte HMGB1-Konzentration im Serum zwar ein Marker fir eine schwere akute Colitis
zu sein, jedoch hat es keinen immunregulatorischen Einfluss auf den Krankheitsverlauf,
da der Niveauanstieg sowohl in der humanen als auch in der murinen Colitis nicht mit dem

Schweregrad korreliert.

Da die HMGB1-Serumlevels auch bei einer epithelialen HMGB1-Deletion vergleichbar
hoch sind wie in gefloxten Mausen, ist anzunehmen, dass HMGB1 aus Epithelzellen im
DSS-Modell vielmehr lokal eine Rolle spielt, also intrazellular und parakrin fur benachbarte

Epithelzellen als auch submukosale Immunzellen, als dass es einen systemischen Effekt
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hat. Es ist z.B. bekannt, dass HMGB1 intrazellular Funktionen in der Transkription diverser
Gene Ubernimmt, auf die eine Deletion verschiedene Auswirkungen haben kdnnte [88].
Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungsanalyse, konnte keine KO-
abhangige veranderte Signhalwegaktivierung festgestellt werden, die HMGB1 in seiner
DAMP-Funktion bestatigen wurde. Fur NF-kB- und MAPK-Prozesse relevante Gene, die
durch freigesetztes HMGB1 Gber Immunzellrezeptoren aktiviert werden kénnen, waren in
KOs verglichen zu gefloxten Mausen unverandert exprimiert. Dies wirde die Annahme
bestarken, dass im Rahmen der DSS-Colitis passiv und/oder aktiv freigesetztes HMGB1
aus Epithelzellen keine Rolle spielt, sondern dass durch die HMGB1-Deletion eher intra-
zellulare Prozesse ausschlaggebend beeinflusst werden. Czarnewski et al. [210] konnten
anhand einer sehr umfangreichen Sequenzierungsstudie zeigen, dass in jeder Phase ei-
ner DSS-Colitis spezifische Genmodule hoch- oder herunterreguliert sind, die dem Modell
somit ein charakteristisches Entziindungsmuster geben und das gréfitenteils auf die hu-
mane CU Ubertragbar ist. In der Sequenzierungsstudie von Czarnewski et al. war ein Mo-
dul von Tag 2 bis Tag 4 hochreguliert, welches hauptsachlich durch Zellzyklus-assoziierte
Gene charakterisiert ist. Dieses Modul ist fur die hier vorliegende Arbeit interessant, da
durch die epitheliale HMGB1-Deletion die Expression einiger Zellzyklus-assoziierter Gene
starker herunterreguliert war als in gefloxten Kontrolltieren an Tag 4 der DSS-Behandlung.
Auch eine geringere Anzahl an Ki67-positiven Zellen in den Krypten der deletierten Mause
weisen darauf hin, dass die flir die Homoéostase fundamentale Zellzyklusaktivitat der
Epithelzellen beeintrachtigt sein kdnnte. Dennoch entwickeln die KO-Tiere auch im hdhe-
ren Alter (bis 1 Jahr) keinen Spontanphanotyp (Daten zum Alterungsversuch nicht ge-
zeigt). Trotzdem kdnnte diese Beeintrachtigung mdglicherweise unter Bedingungen der
DSS-Exposition einen verstarkten Verlauf der Colitis fordern. Durch die Sequenzierung
der Tag 4-Proben konnten neben der veranderten Zellzyklusaktivitat auch eine veranderte
Expression von Genen aufgezeigt werden, die mit der Angeborenen Immunantwort sowie
der Zellrekrutierung/Zytokin Signalweiterleitung assoziiert sind. Durch die gPCR konnten
ebenfalls einige inflammatorisch aktive Gene, wie Tnf, II6, II1b, Cxcl2, Nos2 und Arg1
identifiziert werden, die durch die starkere Induktion in HMGB1-KOs eine verstarkte Im-
munantwort in diesen deletierten Mausen anzeigten, dies jedoch erst nach Tag 4 signifi-
kant unterschiedlich zu den gefloxten Mausen. Dies weist daraufhin, dass die erhéhten
Entzindungs-assoziierten Parameter der DSS-Colitis als Konsequenz aus einem grund-
legenden Defekt resultieren, jedoch nicht die Ursache selbst fir den frih auftretenden
Phanotyp der epithelial HMGB1-deletierten Tiere sind. Durch die FACS-Analyse konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Rekrutierung der Immunzellen der Angeborenen Im-
munantwort, die das charakteristische Expressionsmuster einer DSS-Colitis von Tag 2 bis

Tag 14 verstarkt pragen [210], auch in den deletierten Mausen funktionierte und sogar
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mehr Immunzellen im Gewebe an Tag 8 vorlagen als in den gefloxten Vergleichstieren.
Dies spricht gegen die Hypothese, dass HMGB1 als DAMP aus Epithelzellen, teilweise in
Co-Stimulation mit PAMPs, fur die Aktivierung der relevanten Rezeptoren und somit Rek-
rutierung der Immunzellen zu einem frilhen Zeitpunkt fur dieses Modell relevant wére. Die
Hypothese, dass HMGB1 wahrend der DSS-Colitis einen intrazellularen, fur die Mause
protektiven Effekt bewirkt, wird aulierdem durch die publizierten HMGB1-Inhibitionsversu-
che bestarkt. Durch den Einsatz von Ethylpyruvat, Glycyrrhizin oder HMGB1-neutralisie-
rende Antikorpern in der DSS-Colitis, wird HMGB1 bzw. dessen Freisetzung inhibiert, was
den Schweregrad einer Colitis in den meisten Fallen vermindert [150]-[152]. Dies sugge-
riert eine extrazellulare Rolle von HMGB1 als Verstarker der entzindlichen Aktivitat. Wird
diese extrazellulare Funktion unterbunden, wobei die intrazellularen Funktionen von
HMGB1 erhalten bleiben, reduziert sich scheinbar gleichzeitig die entzlindliche Aktivitat.
Ein weiterer Aspekt zu dieser Uberlegung ist, dass globale RAGE-KOs, bei denen der
extrazellulare Wirkmechanismus von HMGB1 zumindest auf den RAGE-Rezeptor unter-
bunden ist, weniger anfallig fir Entzindungen im Intestinaltrakt sind als Wildtypmause
[244]. Die Wirkweise von HMGB1 wird in den Inhibitionsversuchen als auch in den RAGE-
KO Mausen stets auf eine intrazelluldre Funktion eingeschrankt, was jedes Mal eine Ver-
minderung der entziindlichen Aktivitat zur Folge hat. Ergédnzend zum Sequenzierungser-
gebnis und der gPCR-Analyse der hier vorliegenden Arbeit l1asst sich daraus schlief3en,
dass der HMGB1-RAGE-Signalweg, der HMGB1 als freigesetzten Liganden mit seiner
DAMP-Funktion voraussetzen wirde, weniger als fehlender Mechanismus fiir eine ada-
quate Immunantwort in Frage kommt, sondern die Aufmerksamkeit auf HMGB1-abhan-
gige intrazellular relevante Prozesse lenkt. Auch globale TLR4-KOs zeigen in der murinen
DSS-Colitis zwar einen ahnlichen Phanotyp wie die epithelialen HMGB1-KOs in dieser
Arbeit, jedoch mit einem stark abweichenden und teilweise umgekehrten Expressionsmus-
ter der hier festgestellten veranderten Genexpression und deuten somit ebenfalls auf ei-
nen abweichenden zugrundeliegenden Mechanismus [245]. Andererseits konnte man ver-
muten, dass die DAMP-Funktion von HMGB1 durch dessen epitheliale Deletion fehlt, um
die gewebestandigen Lamina propria mononuclear cells (LPMCs) zu einem frihen Zeit-
punkt der Gewebeschadigung auf das Eindringen von Bakterien vorbereitet. Somit wirde
eine adaquate Aktivierung dieser Zellen durch HMGB1 nicht stattfinden und die entziind-
liche Aktivitat bzw. der Schweregrad der Colitis schwerer ausfallen. Allerdings ist die Da-

tenlage der HMGB1-Inhibitionsversuche mit dieser Annahme nicht direkt vereinbar.

Weiterhin konnte ausgeschlossen werden, dass zum Zeitpunkt vor der phanotypischen
Veranderung die Gen-Expression fir Muzine 1 und 2 durch die HMGB1-Deletion beein-
trachtigt war (Daten nicht gezeigt). Diese Muzine (im Colon hauptsachlich Muzine 1-4)

sind fir den Aufbau des Mukus relevant, somit protektiv flir die Darmbarriere und werden
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wahrend einer Colitis i.d.R. verstarkt exprimiert [246]-[248]. In beiden DSS-behandelten
Genotypen war die Muzin-Expression als Teil des Abwehrmechanismus gleichermalen
erhdht, was darauf hindeutet, dass die HMGB1-Deletion keinen grundlegenden Einfluss
auf die Produktion des Mukus zu haben scheint. Ein weiterer Grund fir einen schwereren
Verlauf der Colitis in HMGB1-deletierten Mause kdnnte eine groRere Permeabilitat der
Epithelschicht sein, wodurch das Eindringen von Pathogenen durch die Darmbarriere we-
niger verhindert werden wirde. Fir Zellverbindungen und somit die Integritat der Barriere
sind tight junction Proteine von entscheidender Bedeutung. Dazu zahlen Claudin, Occlu-
din, Zonula occludens (ZO-1), und weitere tight junction Proteine, die gemeinsam eine
komplexe Architektur der Zellen und Zellverbande bilden [249]. Dazu ist bekannt, dass der
Verlust der Integritat der Darmbarriere charakteristisch fur CEDs ist [250]. Ein Defekt der
tight junctions kann eine CED, abhangig von den Umgebungsbedingungen (genetischer
Hintergrund, Mikrobiom, Ernahrung) verstarken oder sogar Ausloser sein [251]. Ferner
wurde HMGB1 bereits Gber verschiedene Modelle mit der Dysfunktion unterschiedlicher
Zellbarrieren in Verbindung gebracht. In einem Beispiel wird gezeigt, dass aus Leberstan-
digen Immunzellen in die Galle freigesetztes HMGB1 zur Dysfunktion der Darmbarriere
beitragt [141]. Zwei weitere Beispiele zeigen, dass die Uberexpression von HMGB1 rezip-
rok mit der Reduktion der tight junction Proteinexpression korreliert [252], [253]. Somit wird
angenommen, dass vor allem die Freisetzung von HMGB1 die Reduktion der tight junc-
tions bewirkt. Neben HMGB1 werden im Rahmen einer Entziindung jedoch auch Zytokine
wie TNFa, IFNy, IL-6, die einen lockernden Effekt auf die tight junctions haben und TGF[3,
IL-10 sowie IL-15, mit eher verstarkender Wirkung, freigesetzt und somit ebenfalls, teil-
weise uber die Aktivierung von NF-kB, Einfluss auf die Permeabilitdt der Darmbarriere
haben kdénnen [251], [254]. Das heildt, dass die mdgliche Freisetzung von immunregulato-
rischen Faktoren im Rahmen der starkeren Entziindung der epithelialen HMGB1-KOs
ebenso eine groRRere Permeabilitat mit sich bringen kann als in den gefloxten Kontrollmau-
sen, wodurch wiederum die Entziindung verstarkt werden wirde. Die qPCR Analyse einer
der wichtigsten tight junction Komponenten, Occludin [255], an Tag 4 ergab weder eine
veranderte Expression zwischen behandelten und unbehandelten Mausen noch zwischen
den Genotypen (Daten nicht gezeigt). Da aus Immunzellen stammendes HMGB1 zuvor
eher als tight junctions-reduzierender Faktor beschrieben wurde, ware nur eine intrazellu-
lare protektive Funktion des Proteins in Epithelzellen denkbar, welche die tight junctions
und somit die Darmbarriere verstarkt, weshalb die Deletion dann zur Schwachung dieser
fuhren wirde. Um diesen Zusammenhang genauer zu beleuchten, bedarf es weiterer Un-
tersuchungen, die sowohl eine umfangreiche gPCR- als auch Western-Blot-Analyse der
verschiedenen tight junctions Komponenten umfassen. Durch einen FITC-Dextran Perme-

abilitdtstest konnte aulRerdem der trans-epitheliale Fluss wahrend der DSS-Colitis
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quantifiziert werden. Diese Untersuchungen sollten moglichst den gesamten Zeitverlauf
des DSS-Colitis-Modells abdecken, um den entscheidenden Zeitpunkt herauszufinden,

wann genau sich die HMGB1-Deletion auf die Permeabilitat auswirken wiirde [256].

Zum Phanotyp der epithelialen HMGB1-defizienten Maus im DSS-Modell bzw. im Modell-
system ,Darm® existieren bereits veroffentlichte Daten. In einer Studie wird auf eine Ver-
anderung des Apoptose- und des Autophagie-Mechanismus hingewiesen, welche durch
die HMGB1-Deletion hervorgerufen wird [138]. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit je-
doch weder mittels TUNEL-Farbung, LC3 und p62 Western-Blot noch durch die Sequen-
zierung bzw. die Pathway Analyse bestatigt werden. Auch die Untersuchung einiger
Apoptose-typischer Gene [257], wie Bcl-2, Tnfa, Fas ligand oder Casp8, mittels gPCR
zeigte ein vergleichbares Niveau zwischen KO und Wildtyp an Tag 4 der DSS-Colitis. Der
Phanotyp ist in seinem symptomatischen Krankheitsverlauf zwar vergleichbar mit den
publizierten Daten, jedoch muss ein anderer Mechanismus, als der in der zuvor genannten
Studie durch die HMGB1-Defizienz verandert sein. Dies kdnnte verschiedene Grunde ha-
ben. Zum einen kdnnen die unterschiedlichen Deletionsstrategien ein Grund dafur sein,
denn in der vorliegenden Arbeit sind die Exons 2-4, in der Studie von Zhu et al. hingegen
Exons 2-3 des Gens Hmgb1 deletiert, was in einer Verschiebung des open reading frames
und somit einer frihen Terminierung der Translation resultiert. Zum anderen wurde in die-
ser Arbeit eine niedrigere DSS-Konzentration von 1,5 % Uber 7 Tage eingesetzt im Ver-
gleich zu 2,5 % bis 3 % uber 5 Tage in der publizierten Studie. Die unterschiedliche Do-
sierung des DSS koénnte den Krankheitsverlauf der Colitis verandern. Beispielsweise
kénnten bestimmte Effekte zu anderen Zeitpunkten auftreten, denn DSS zeigte dahinge-
hend bereits Chargen-abhangige Variationen [174], [258]. Die Vergleichbarkeit bzw. die
Reproduzierbarkeit sind somit nicht vollstandig gegeben, jedoch ist hervorzuheben, dass
der Ubergeordnete Phanotyp, der durch die epitheliale HMGB1-Deletion hervorgerufen
wird, erhalten bleibt, obwohl in dieser Arbeit keine Unterschiede in Apoptose und Auto-

phagie festgestellt wurden.

Eine myeloide HMGB1-Deletion hatte keine Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf der
DSS-Colitis. Die Genotypen unterschieden sich weder symptomatisch noch waren Veran-
derungen der Immunzellinfiltration oder der Expression inflammatorischer Gene erkenn-
bar. In Modellen, in denen die Immunzellen direkt durch Zellschadigung betroffen sind, wie
z.B. durch bakteriellen Befall, sind von einer myeloiden HMGB1-Deletion abhangige Pha-
notypen beschrieben [118], [238]. In diesem Modell jedoch sind primar die Epithelzellen
durch das DSS beschadigt, weshalb HMGB1 aus myeloiden Zellen im DSS-Modell még-
licherweise nicht immunregulatorisch relevant fir den hier hervorgerufenen Krankheitsver-

lauf ist. Auch Personnaz et al. zeigten 2018, dass HMGB1 aus Makrophagen z.B.
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scheinbar keinen relevanten Beitrag flr Prozesse der Gewebereparatur und Fibrogenese

in der entzlindeten Leber leistet [259].

Zusammengefasst liefern die Ergebnisse Hinweise darauf, dass die Epithelzellen durch
die HMGB1-Deletion moéglicherweise nicht in der Lage sind, die Reproduktion der intesti-
nalen Epithelzellen im Entziindungszustand ausreichend aufrechtzuerhalten, sodass sich
die DSS-Colitis verstarkt. Dabei scheinen weder Apoptose- noch Autophagieprozesse in
der akuten Phase grundlegend beeintrachtigt zu sein, wobei diese in der hier vorgelegten
Arbeit nicht ausfiihrlich, sondern nur orientierend betrachtet wurden. HMGB1 scheint in
diesem Modell vor allem in Epithelzellen und weniger in myeloiden Immunzellen von ent-
scheidender Bedeutung zu sein, da eine Deletion aus myeloiden Immunzellen keine ver-
gleichbaren Auswirkungen zeigte. Interessanterweise ist der pragnante Phanotyp, der
durch die epitheliale HMGB1-Deletion hervorgerufen wird, nach mehreren Zyklen, also im
chronischen Krankheitsmodell weniger von Bedeutung und die Gewichtsverlaufe von de-
letierten und gefloxten Mausen laufen parallel zueinander. Denn geht man nach dem ers-
ten DSS-Zyklus von einem neuen Ausgangsgewicht aus, liegen keine signifikanten Unter-

schiede mehr vor.

4.3 Die HMGB1-Deletion in intestinalen Epithelzellen fuhrt zu einer ver-
starkten Tumorprogression in der spontanen Kolorektalkarzinogenese
in ApcM" Mausen

In einigen Studien konnte bisher gezeigt werden, dass eine HMGB1-Uberexpression im

Tumorgewebe zumindest bei einigen Krebserkrankungen vorliegt [155], [156]. Fur die

HMGB1-Konzentration im Serum liegen verschiedene Daten vor, sodass HMGB1 keine

rein pro- oder anti-tumorgene Rolle zugesprochen werden kann [193]. Vielmehr scheint

die Funktion von HMGB1 sehr unterschiedlich und stark abhangig von der Tumorart und
dem betroffenen Gewebe zu sein. In CRC Patienten wurde sowohl eine Uberexpression
in Tumoren als auch eine verstarkte Freisetzung von HMGB1 gezeigt [165]. Die erhohte

Hmgb1-Transkription sowie die verringerte Ager-Transkription in Tumoren des Gastroin-

testinaltraktes verglichen zum Normalgewebe konnte im Rahmen dieser Arbeit mithilfe des

GEPIA2-Onlinetools aus einer Datenbank zu RNA-Sequenzierungen von CRC-Patienten

dargestellt werden [217]. Bemerkenswert war bei dieser Datenbankanalyse, dass die

Hmgb1- und Ager-Transkription vor allem in Adenokarzinomen des Gastrointestinaltrakts

signifikant verandert waren, nicht jedoch in anderen Organen wie der Lunge oder den

Nieren. Moglicherweise spielt HMGB1 somit explizit im bakterienbesiedelten Darm eine

Rolle wahrend der Karzinogenese. Im Gegensatz zu den publizierten Humanstudien

wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit eine leichte, jedoch nicht signifikant er-

hohte Hmgb1-Transkription im Tumorgewebe der Mause gemessen. Die Ager-
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Transkription war ebenfalls in den Tumoren der Mause unverandert (Daten nicht gezeigt),
wobei diese in den humanen Tumorproben der Online-Datenbank verringert war. Lediglich
in den epithelial HMGB1-deletierten ApcM"-Mausen war die Ager-Transkription im Tumor-
gewebe verringert. Eine verstarkte Freisetzung von HMGB1 ins Serum der Tumorbelas-
teten Mause wurde nicht festgestellt. An dieser Stelle ist zu erwahnen, dass in den Hu-
manstudien keine entzlindlichen Vorerkrankungen wie z.B. eine CED berilcksichtigt wur-
den, die zum Teil per se erhbhte HMGB1-Konzentrationen im Serum als diagnostisches
Merkmal mit sich bringen, was ebenfalls in dieser Arbeit sowohl flr die CU Patienten als
auch fur die DSS-behandelten Mause gezeigt wurde [165], [193].

Hinsichtlich der Untersuchung der Rolle von HMGB1 im Apc"" Maus-Modell hatte die
epitheliale, nicht jedoch die myeloide HMGB1-Deletion eine signifikante Auswirkung auf
die Tumorprogression. Mdglicherweise férdern einige immunregulatorisch aktive Proteine,
fur die im Normalgewebe eine erhdhte Expression gemessen wurde, die Tumorprogres-
sion, wobei bisher kein genauer mechanistischer Kausalzusammenhang zwischen Ent-
ziindungs- und Karzinogeneseprozessen veroffentlicht wurde. Allerdings geht man allge-
mein davon aus, dass ein entzindliches Milieu ideale Bedingungen fir Entartungspro-
zesse und Tumorprogression in verschiedenen Organen, aber vor allem in Gastrointesti-
naltrakt darstellt [59], [62], [260], [261]. Bei den starker exprimierten Genen handelt es sich
um das Chemokin Cxc/2 [262], den M2-Makrophagen Marker Cx3cr1 [234] sowie Tgfb.
TGF ist mit Prozessen der Wundheilung, Produktion von Komponenten der extrazellula-
ren Matrix sowie Fibrose assoziiert und gilt in Verbindung mit Krebserkrankungen zum
einen als Tumorsuppressor, zum anderen induziert TGF(3, von einigen Tumorarten ,um-
funktioniert®, tumorgene und pro-metastatische Prozesse [263], [264]. Da diese Gene teil-
weise auch im DSS-Modell in Verbindung mit der epithelialen HMGB1-Deletion verstarkt
exprimiert waren, kdnnte man auf Entziindungsreaktionen schlief3en, die zum einen durch
einen moglichen Defekt der Regeneration der intestinalen Barriere begrindet sein kdnn-
ten, zum anderen jedoch durch die bereits hdhere Tumorbelastung selbst ausgeldst wer-
den kénnten, da bekannt ist, dass das Vorhandensein von tumorésem Gewebe eine spe-
zifische Immunantwort auslést [265]. Um sowohl den Entzindungszustand auf zellularer
Ebene als auch die Ursache daflir zu untersuchen und mégliche Unterschiede sichtbar zu
machen, kdnnte eine FACS-Analyse durchgefihrt werden, die auf Tumor-assoziierte Im-
munzellen bzw. Immunzell-spezifische Zytokine ausgerichtet ist. Cxcl2 war neben weite-
ren Chemokinen auch in den HMGB1-deletierten Mausen im DSS-Modell starker expri-
miert und korrelierte mit der verstarkten Neutrophilen-Infiltration. CXC-Motiv Chemokine
bzw. entsprechende Rezeptoren sind vor allem fir die Rekrutierung und Signalweiterlei-
tung zwischen myeloiden Zellen wie Neutrophile, Monozyten und Makrophagen verant-

wortlich. AuRerdem stehen sowohl diese Art von Chemokinen als auch die genannten
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Immunzellen im Zusammenhang mit Entzindungen und Subpopulationen wie z.B. M2-
TAMs, M2-Tumor-assoziierte Neutrophile (-TANs) sowie unreife Varianten sind mit einer
verstarkten Angiogenese, Tumorzellinvasion und Metastasenbildung in CRC assoziiert
[266], [267]. Neben Cxcl2 war auch Cx3cr1 Uberexprimiert, welches bereits in anderen
Studien mit M2-TAMs und bei Uberexpression mit einer schlechteren Prognose fiir CRC-
Patienten korrelierte. Ein KO dieses Gens flihrte zu einer Verminderung von Metastasie-
rung und einer geringeren Expression von Angiogenese-Markern [268]. Tgfb, das eben-
falls Gberexprimiert war, hat unterschiedliche Funktionen in Bezug auf CRC und wurde
bereits Uber verschiedene Zusammenhange als pro- als auch anti-tumorgen beschrieben
[267]. Abhangig des zellularen Ursprungs wirkt sich TGFB im CRC-Kontext z.B. zytoto-
xisch auf anti-tumorgene Cd8* T-Zellen aus [269], andererseits flihrt die Inhibierung der
TGFB-Signalwege vermehrt zu Tumorzellinvasion und Metastasierung [270]. Auch die Po-
larisation von TANs wird durch TGFf beeinflusst und wirkt sich somit indirekt auf die Tu-
morprogression aus [271]. TGFB wird au3erdem von bestimmten T.g-Zellen produziert
[82], [272], [273]. Eine erhdhte Tgfb-Transkription kbnnte mdglicherweise fir eine erhdhte
Anzahl von Twg-Zellen im Tumor, die supprimierend auf die Anti-Tumorantwort wirken,
sprechen. Aullerdem wird angenommen, dass TGF[3 auch fir die Aktivierung dieser Zellen
verantwortlich ist [82], was bei erhdhter Expression und einer moglichen verstarkten Frei-
setzung eine ahnliche Auswirkung auf die Tumorprogression haben kdnnte. Folglich ware
vor allem die Analyse dieser Immunzell-Subpopulationen, die fir ihre pro-tumorgenen Ei-
genschaften bekannt sind, im Zusammenhang des in der hier vorgelegten Arbeit hervor-
gerufenen Phanotyps mit einer durch die epitheliale HMGB1-Deletion erhéhten Tumorbe-
lastung sinnvoll. Da auch bestimmte T-Lymphozyten wie bspw. Tu17-Zellen durch vor al-
lem Neutrophile und assoziierte CXCL-CXCR-Signalwege beeinflusst werden, die eben-
falls die Tumorprogression fordern kdnnen [267], ware auch eine T-Zell-Populationsana-
lyse bzw. das Verhaltnis [274] der verschiedenen Subpopulationen geeignet, um den Pha-
notyp weiter zu beschreiben und mégliche Zell-spezifische Ursachen zu bestimmen. Ne-
ben T-Zellen und Neutrophilen, stellen Makrophagen eine der groRten Tumor-infiltrieren-
den Zellpopulationen dar und scheinen gerade aufgrund ihrer stark ausgepragten Plasti-
zitét eine der einflussreichsten Immunzellen fir die Entwicklung von Tumoren zu sein.
Abhangig vom Subtyp dieser Makrophagen, kénnen die Anwesenheit dieser Zellen ent-
weder eine gute oder eine schlechte Prognose fur einen Krebspatienten bedeuten, da sie
z.B. entweder die Tumor-Zytotoxizitat oder aber die Stimulation des Tumorwachstums for-
dern kénnen [275]. Im Hinblick auf CRC scheinen Makrophagen jedoch eher inhibitorisch
auf das Tumorwachstum zu wirken, weshalb auch die Analyse der im Tumor bzw. TME
befindlichen Makrophagen-Subtypen (M1/M2-Polarisation) mittels FACS-Analyse in
ApcMn-Modell und in Verbindung mit der HMGB1-Deletion in Betracht gezogen werden
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sollten. CX3CR1-exprimierende Makrophagen oder myeloid-derived suppressing cells
(MDSCs), die eher den M2-Subtypen entsprechen, wirken beispielsweise immunsuppri-
mierend auf die T-Zell-vermittelte Anti-Tumorimmunantwort und verstarken zusatzlich die
Expansion von weiteren immunsupprimierenden Trg-Zellen [276]. Zu MDSCs ist weiterhin
bekannt, dass neben IFNy, IL-1B, TNFa, IL-6 und anderen, auch HMGB1 die Regulation
dieser Zellen so beeinflusst, dass sie zu einem immunsuppressiven TME beitragen und
somit die Tumorprogression férdern [277]. Dieser Zusammenhang zwischen HMGB1 ba-
siert jedoch auf der NF-kB-Aktivierung durch HMGB1 als extrazellularer Ligand fir PRRs
und trifft fir HMGB1 aus Epithelzellen (vlg. Phanotyp epithelialer HMGB1-KO) nicht zu.
Die erhohte Expression von Cx3cr1, als auch die veranderten Signalwege (antigen pro-
cessing-cross presentation und peptide ligand-binding receptors), die in der Sequenzie-
rungsanalyse der epithelialen HMGB1-KOs identifiziert wurden, kénnten ebenfalls Hin-
weise auf veranderte Verhaltnisse von Immunzellfrequenzen im Gewebe und somit eine
veranderte Anti-Tumorimmunantwort sein. AuRerdem wurde durch die Sequenzierung
deutlich, dass weitere Faktoren wie CXCL9, CXCL10 (deren niedrige Expression mit einer
schlechteren Prognose fir CRC-Patienten korreliert [278]), als auch mittels gqPCR ange-
deutet IFNy, TNFa und TLR4 im Tumorgewebe der HMGB1-KOs im Vergleich zu den
gefloxten Mausen starker herunterreguliert waren, die normalerweise zu einer adaquaten
Anti-Tumorantwort beitragen [279]. Insgesamt ist eine durch die HMGB1-Deletion veran-
derte Immunantwort, ob auf zellularer Ebene und/oder durch eine veranderte Regulation
der fur die Tumorprogression relevanten Gene, eine mdgliche Erklarung fir die erhdhte

Tumorprogression.

Eine FACS-Analyse zur Analyse der Immunzellzusammensetzung konnte im Rahmen die-
ser Arbeit nicht durchgefuhrt werden, da aufgrund der niedrigen Inzidenzen und der gerin-
gen Anzahl an spontan auftretenden Tumoren (vor allem in der gefloxten Versuchsgruppe)
nicht genligend Material bzw. eine zu geringe Anzahl an Proben verfugbar waren, um
ausreichend auswertbare Ergebnisse sowie eine damit verbundene Vergleichbarkeit zu
erreichen. Die niedrige Probenzahl kam u.a. durch die sequentielle Art der Probennahme
zustande, die mit der Zucht mit einer niedrigen Tierzahl Gber einen langeren Zeitraum
hinweg verbunden ist. Um eine mdglichst grolle Anzahl an Versuchstieren zum selben
Zeitpunkt verwenden zu koénnen, bedarf es eines enormen Zucht- sowie Personalauf-
wands, der in diesem Projekt nicht realisierbar war. Um die niedrigen Inzidenzen zu um-
gehen und somit sowohl die Menge an Material als auch an isolierten Zellen zu erreichen,
setzten bereits Metzger et al. ein sogenanntes beschleunigtes Verfahren ein, indem zur
Apc-Mutation zusatzlich AOM appliziert wurde, wodurch die Anzahl der CRCs signifikant

gesteigert und der Entstehungszeitpunkt vorgezogen werden konnte [280].
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Neben der veranderten Expression einiger Entzindungs-typischer Gene, waren die Gene
Sox9, Pcna, Jun und Lgr5 im Normalgewebe der epithelialen HMGB1-KOs starker expri-
miert und sprechen moéglicherweise fiir eine erhdhte Proliferation der Epithelzellen epithe-
lial HMGB1-deletierter Mause. LGRS ist ein Stammzellmarker, dessen Expression auf die
Epithelzellen in den Krypten des Kolons beschrankt ist. LGRS wurde bereits in verschie-
denen Publikationen mit CRC, Tumorinvasion und Metastasierung in Verbindung ge-
bracht. Dabei ist LGR5 ein WNT-Zielgen und méglicherweise ist der WNT/B-Catenin-Sig-
nalweg an dieser Stelle der Ubergeordnete regulierende Faktor, wodurch eine explizite
funktionelle Rolle fir LGR5 als in CRC fraglich bleibt [281]. Des Weiteren spricht die er-
hohte Pcna-Transkription ebenfalls flr eine erhohte Proliferation, jedoch sind in Bezug auf
CRC unterschiedliche Effekte und keine direkten funktionellen Zusammenhange bekannt.
Im Gegensatz dazu ist SOX9 in vielen aktuellen Publikationen mit CRC verknupft. SOX9
ist ein HMGB-Transkriptionsfaktor, enthalt eine HMG-Bindedomane und spielt normaler-
weise eine wichtige Rolle in der Embryogenese sowie in der Zellentwicklung und Differen-
zierung, auch im intestinalen Epithel [222]. Sowohl die Uberexpression von SOX9 in Tu-
moren von CRC-Patienten [282] als auch die Beschreibung als Onkogen fir verschiedene
Krebsarten [222], férdert SOX9 die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) Uber den
Hippo/YAP-Signalweg bspw. in Magenkrebs und beeinflusst dartber Zelliberleben,
Proliferation und Differenzierung von Tumorzellen und Stammzellen [221]. Wang et al.
veroffentlichten dahingehend kirzlich Ergebnisse, die den Zusammenhang zwischen
SOX9, YAP und HMGB1 im CRC-Kontext darlegen. Der Einsatz von Glycyrrhizin verrin-
gert dabei die Tumorbelastung durch die Inhibierung der Immunantwort im AOM/DSS-
Mausmodell fir CAC [153]. Dabei ist die Vergleichbarkeit aufgrund der Colitis-Assoziation
mit dem Entziindungs-unabhangigen ApcM"-Modell nur bedingt gegeben. Die Verwen-
dung von Glycyrrhizin zielte in dem Fall auf die Inhibition der HMGB1-Freisetzung und
somit auch des HMGB1/TLR-4/NF-kB-Signalwegs ab und nicht direkt auf eine intrazellu-
lare Funktion. Andererseits konnte man daraus schlieRen, dass dadurch vielmehr eine
intrazellulare Funktion von HMGB1 bewahrt oder geférdert werden kénnte, die fir die Ver-
ringerung der Tumorbelastung verantwortlich ist und somit vereinbar mit dem Phanotyp
der epithelialen HMGB1-KOs in der spontanen Karzinogenese ware. Erganzend zu dieser
Hypothese zeigten Luan et al. 2017 die Negativkorrelation zwischen HMGB1 und der Pro-
gression von Endometriumkarzinomen. Dabei wurde anti-Hmgb1-shRNA eingesetzt, was
sich inhibierend auf die Transkription auswirkte und somit auch eine potentielle intrazellu-
lare Funktion blockierte. Dadurch wurde die Expression von E-Cadherin (Epithelmarker)
reduziert und von N-Cadherin, Vimentin, SNAI1 und Twist erhoht, was u.a. zur Induktion
von EMT flhrte [162]. Weitere im Normalgewebe der epithelialen HMGB1-KOs berexpri-

mierte Gene wie Raf1, Arhgef11, Lrp5 und Notch1 sind ebenfalls, und vor allem Uber die
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Regulierung von PP2A, mit dem WNT/B-Catenin-Signalweg und somit dem Zellzyklus
bzw. Zellproliferation verbunden [283]. Eine verstarkte Aktivierung dieses Signalwegs, der
bereits durch die APC-Mutation weniger stark reguliert ist als in Wildtypen (reduzierter
Abbau von B-Catenin), fuhrt moglicherweise auch ohne ein erhohtes Aufkommen des
WNT-Liganden aber mit Gberexprimierten assoziierten Genen zu einer verstarkten Prolife-
ration der Zellen. Welche Rolle HMGB1 an dieser Stelle im Detail und vor allem auf wel-
cher Ebene der Signalwege spielt, ist nicht bekannt. Diese Uberexpression der Gene ver-
bunden mit der HMGB1-Deletion und der phanotypischen Tumorprogression bestarkt je-
doch die Annahme, dass HMGB1 eine in den Epithelzellen intrazellulare, regulatorische
Funktion in Bezug auf die Zellproliferation haben kénnte. Im Gegensatz dazu scheint
HMGB1 in Abhangigkeit von YAP den sogenannten Warburg Effekt, also die aerobe Gly-
kolyse in Leberkrebszellen zu kontrollieren und die Tumorgenese durch die metabolische
Veranderung zu fordern [284]. Wahrscheinlich verandern sich gleichzeitig mehrere Pro-

zesse, in die HMGB1 auf verschiedenen Ebenen in Signalwege involviert ist.

Im Zuge der epithelialen HMIGB1-Deletion in den ApcM"-Mausen war laut der GO Analyse
die GABA B receptor activation verandert und assoziierte Gene groéftenteils herunterre-
guliert. Auch einige GABA-B-Rezeptoruntereinheiten waren in HMGB1-KOs weniger stark
exprimiert. Eine vor kurzem publizierte Studie zeigte den Zusammenhang zwischen der
Gababr1-Expression bzw. shRNA-basierten Inhibierung der Expression und einer erhdh-
ten Tumorprogression in vivo. Dieser Zusammenhang wurde ebenfalls wie SOX9 und
HMGB1 auf den Hippo/YAP-Signalweg zurtckgefihrt. Im humanen Krankheitsbild war au-
Rerdem eine hohe GABAR1 Expression mit einer verbesserten Prognose von CRC-Pati-
enten einhergehend [285]. Der genaue Zusammenhang zwischen HMGB1 und dem YAP-
Signalweg ist bisher nicht bekannt, jedoch stellt er einen wohimdglich relevanten Signal-
weg fur die intrazelluldre Funktionsweise von HMGB1 dar. Je nach Co-Faktoren werden
uber die YAP/TAZ-Aktivierung abhangig vom Zelltyp Proliferation, Migration, Stamm-
zellaktivitat, Zellschicksale, Morphologie und das Uberleben der Zellen gesteuert. Eine
strenge Regelung dieses Signalwegs ist aufgrund der Vielseitigkeit und der unterschiedli-
chen Co-Prozesse notig, um eine Uberstimulation mit erhdhter Proliferation und Gewebe-
verdickung bzw. eine verspatete Regeneration und beeintrachtigte Wundheilung zu ver-
hindern [286]. Im Vergleich mit der Sequenzierung der DSS-behandelten Mause an Tag 4,
waren in Verbindung mit der epithelialen HMGB1-Deletion verschiedene Mcm Gene und
eine Polymerase herunterreguliert, die z.T. Zielgene des YAP/TAZ-Signalwegs im Zellzyk-
lus sind. Im Gegensatz dazu sind in den Tumoren der HMGB1-deletierten Mause Gene
wie Myc, Nanog, Sox9, Cyr61 (CNN1), Cdc42bp sowie Jun hochreguliert, die Zielgene
oder Gene, die mit den Zielgenen verknipft sind bzw. relevante Co-Faktoren fiir die Tran-

skriptionsaktivierung dieser Gene sind. In den Tumoren waren somit Zielgene
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hochreguliert, die am Ende der YAP/TAZ-Signalwege bezuglich EMT, Zellmigration und
Zellplastizitat und/oder Potenz anstelle von Zellzyklus, wie im DSS-Modell hervorgehen.
Damit konnten unterschiedliche Signalwege, abhangig des Krankheitsmodells, von der
HMGB1-Deletion betroffen sein und so die Grundlage fur veranderte Prozesse darstellen.
Im Normalgewebe der epithelial HMGB1-deletierten Mause waren Gene wie Raf1, Notch1,
Mid1, Hipk2 und andere starker exprimiert als in gefloxten Mausen im Apc™"-Modell. Ne-
ben dem bereits erwahnten WNT/B-Catenin-Signalweg, der durch einen Teil dieser Gene
beeinflusst sein kdnnte, ist auch der MAPK-Signalweg mdglicherweise durch die unter-
schiedlich regulierten assoziierten Gene verandert. Eine Uberexpression des Proto-Onko-
gens Raf1 fuhrt moglicherweise zu einer verstarkten Aktivierung des MEK/ERK/MAPK-
Signalwegs und flhrt zur Transkription von AP-1-Komponenten, wie z.B. dem Transkrip-
tionsfaktor JUN, welcher ebenfalls in diesen Mausen Uberexprimiert ist [287]. Der
MEK/ERK-Signalweg ist fur die Progression des Zellzyklus verantwortlich und konnte

ebenfalls die erhdhte Tumorbelastung bzw. Tumorprogression erklaren.

Durch die Sequenzierungsanalysen dieser Arbeit identifiziert, waren u.a. die Gene Gnai1
und OIfr78 versuchsibergreifend in den epithelial HMGB1-deletierten Mausen signifikant
herunterreguliert. GNAI1 ist eine inhibitorische G-Proteinuntereinheit, die nach der Stimu-
lierung des entsprechenden GPCRs, bspw. CXCR4, Adenylycyclasen inhibiert und somit
die cAMP-Synthese reguliert. cCAMP dient der Zelle als vielfaltiger second messenger und
ist relevant fur die Signalweiterleitung Uber Proteinkinasen [288]. Eine Deletion des Gens
Gnai1 resultiert in einer schwereren Colitis und CAC im AOM/DSS-Modell. Ferner wurde
in Tumoren von CAC-Patienten eine reduzierte Expression von Gnai1 und Gnai3 festge-
stellt und die Analyse o6ffentlicher Humandaten von CRC-Patienten zeigte, dass eine nied-
rige Expression dieser Gene mit vermehrten Krankheitsrickfallen verbunden war [289, S.
1]. Aulerdem wurde GNAI1 in einer Studie zu Leberkrebs (hepatocellular carcinoma,
HCC) als Suppressor fur Metastasierung in HCC-Zellen beschrieben und scheint in HCC
selbst ebenfalls herunterreguliert zu sein [290, S. 1]. Die geringere Gnai1-Transkription in
Verbindung mit der epithelialen HMGB1-Deletion kénnte darauf hindeuten, dass HMGB1
moglicherweise bei der Regulation der Gnai1-Transkription eine Rolle spielt und daher ein
interessantes Protein flr die weitere Erforschung maoglicher Mechanismen darstellt.
OLFR-78, ein GPCR, dessen Transkription ebenso wie die von GNAI1 herunterreguliert
war, wurde vor kurzem von Kotlo et al. als Modulator fir Entziindungen im Darm beschrie-
ben. OLFR-78 ist vor allem im Epithel des Kolons exprimiert und die Expression ist in
Colitis-Modellen reduziert. OLFR-78-KO M&ause weisen eine hdhere Expression von IL-1f3
im unbehandelten Zustand auf sowie ein hdheres MPO-Level und einen hdheren muko-

salen Gewebeschaden nach DSS-Behandlung. Weitere Gene sind unterschiedlich zum
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Wildtyp exprimiert, die moglicherweise mit Veranderungen des Mikrobioms aber vor allem
mit Entzindung und CRC in Verbindung stehen [291].

Zusammengefasst bewirkte die epitheliale HMGB1-Deletion in ApcM"-Mausen eine er-
héhte Tumorbelastung der Mause. Dabei war nicht die Anzahl der Tumore verandert, son-
dern eher die Tumorprogression, die anhand der Tumorgréfie bemessen werden konnte.
Die Sequenzierungs- und gPCR-Analysen zeigten, dass vor allem im Normalgewebe
(makroskopisch tumorfreies Gewebe) dieser Mause Entziindungs-assoziierte Gene star-
ker induziert waren, die auf eine Veranderung der Immunzellzusammensetzung hindeuten
kénnten. Einige der vermuteten Immunzellen, wie immunsupprimierende Subtypen von
TAMs und MDSCs oder Treg-Zellen kdnnen fiir eine erhdhte Tumorprogression verantwort-
lich sein, weshalb eine FACS-Analyse sinnvoll fur die Aufklarung der Immunzellzusam-
mensetzung ware. Weiterhin war die Expression von Genen verandert, die im Normalge-
webe der HMGB1-KOs auf eine erhdhte Aktivierung der Zellzyklusaktivitat schlielRen las-
sen kdénnen. Dabei stehen mdégliche Veranderungen der Hippo/YAP-, WNT/B-Catenin-
und MEK/ERK/MAPK-Signalwege im Fokus. Aufgrund der verfugbaren Publikationen zu
HMGB1-Inhibitionsversuchen in CRC-Modellen, ware eine protektive intrazelluldare Funk-
tion von HMGB1 in Epithelzellen eine mégliche Erklarung flr den in dieser Arbeit erhalte-
nen Phanotyp. Gleichzeitig scheint im Tumorgewebe derselben Mause zum einen die Anti-
Tumorimmunantwort verandert zu sein, zum anderen kdnnte (nach der GO Pathway Ana-
lyse) der Metabolismus der Tumorzellen verandert sein, sodass eine Tumorprogression
geférdert ware. Diese Annahmen sind relativ spekulativ und bedirfen einer angemesse-
nen Uberpriifung anhand weiterer in vitro-Versuche, die die entsprechenden Signalwege

und Zellveranderungen in Verbindung mit einer HMGB1-Defizienz Uberprifen.

4.4 Die myeloide HMGB1-Deletion flihrt zu einer geringeren Tumorbelas-
tung wahrend der CAC

Wenngleich HMGB1 eine relevante Rolle in Epithelzellen fur die spontane Karzinogenese
im Kolon spielt, hat eine HMGB1-Deletion, trotz des Phanotyps in der DSS-Colitis, keine
Auswirkung auf den Phanotyp im AOM/DSS-Modell. Der initial signifikant starkere Ge-
wichtsverlust im ersten DSS-Zyklus war mit dem Phanotyp der epithelialen HMGB1-KOs
im DSS-Modell vergleichbar. Analysen von Humanstudien zeigen, dass durch den Einsatz
von inflammationshemmenden Therapien in CU Patienten die CRC-Inzidenz in die letzten
Dekaden gesunden ist [292]. Anhand dessen kdnnte man vermuten, dass ein initial star-
kerer entztndlicher Phanotyp in AOM/DSS-behandelten Mausen in einer erhéhten Tumor-
belastung resultiert. Die erhéhte Immunzellinfiltration sowie Expression pro-inflammatori-
scher Gene kdnnen zur Aktivierung einiger Signalwege fuhren, die die Tumorprogression
fordern. Dazu gehoéren z.B. die Proteine IL-6, IL-1B und TNFa, die in epithelial HMGB1-
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deletierten Mausen im DSS-Modell Uberexprimiert waren, durch die u.a. MAPK oder
NF-kB, STAT3 und AKT aktiviert werden [293]. Gleichwohl fihrte der initial erkennbare
Phanotyp der HMGB1-KOs nicht zur Erhéhung der Tumorlast. Die Applikation von AOM
fuhrt in Mausen in Kombination mit der Gabe von DSS zu verschiedenen Mutationen.
Haufiger als APC sind bei CAC die Tumorsuppressoren TP53 am haufigsten, KRAS,
WNT/B-Catenin-assoziierte Proteine oder KLF6 mutiert, wodurch die Tumorentstehung
initiiert wird [187], [293]. Auch deshalb unterscheiden sich die Modelle der spontanen Kar-
zinogenese und der CAC. Eine mogliche Erklarung fir die vergleichbare Tumorbelastung
im AOM/DSS-Modell kénnte sein, dass die HMGB1-Deletion und deren Auswirkung auf
die Homoostase der Darmbarriere nach einem initialen DSS-Zyklus durch bestimmte Me-
chanismen ausgeglichen wird und diese dadurch fir die Karzinogenese keine Relevanz
mehr hat. HMGB1, welches wahrend der DSS-Colitis durch Gasdermin E -vermittelte Py-
roptose freigesetzt wird, scheint auRerdem das Tumorwachstum zu fordern. Durch einen
Gasdermin E-KO oder eine HMGB1-Neutralisation mittels Antikorper-Behandlung entwi-
ckelten AOM/DSS-behandelte Mause weniger Tumore. Weiterhin steigerte freies HMGB1
die Proliferation und PCNA-Expression in Kolon-Krebszellen Gber den ERK1/2-Signalweg
[294]. Eine epitheliale HMGB1-Deletion kénnte die Tumorférdernde Funktion von aus
CRC-Zellen freigesetztem HMGB1 somit ebenfalls unterbinden und sich neben der mog-
licherweise starkeren Immunantwort ausgleichend auswirken. Des Weiteren wirkt sich
diese in den HMGB1-KOs hervorgerufene Immunantwort, die sich von den gefloxten un-
terscheidet, nicht tumor-progressiv aus. Die Immunzellfrequenzen und Zytokin-Levels sind
dabei vielleicht weniger entscheidend, umso wichtiger die funktionellen Eigenschaften der
Immunzellen, die sich sowohl progressiv als auch supprimierend auf das Tumorwachstum
auswirken konnen. Die myeloiden Immunzellsubpopulationen mit M1/M2-Phanotypen
oder verschiedene T-Zellpopulationen wurden an dieser Stelle nicht genauer untersucht.
Somit kdnnte eine hdhere Immunzellinfiltration und starker exprimierte Zytokine, die nor-
malerweise das Tumorwachstum férdern, durch ebenso erhdhte tumor-supprimierende
Zellen, wie z.B. T-Zellen mit Tumor-zytotoxischen Eigenschaften, ausgeglichen werden.
Eine weitere mogliche Erklarung kdnnte mit der Genmutation, die dem Karzinogenesepro-
zess zugrunde liegt, verbunden sein. Fir die spontane Karzinogenese im ApcM"-Modell
ist eine spezifische Punktmutation im Tumorsuppressorgen Apc verantwortlich. Falls
HMGB1 mit der APC-Funktion in Verbindung steht, kdnnte eine AOM-induzierte, davon
abweichende Mutation mdglicherweise keinen vergleichbaren Effekt erzielen, der dement-
sprechend unabhangig von der Entziindungsreaktion ware. Reed et al. vermuten, dass
HMGB1 in Folge der WNT-Aktivierung und dem zusatzlichen Verlust von APC aus intes-
tinalen Epithelzellen freigesetzt wird und daraufhin zum Phanotyp der Krypten-Vorlaufer-

zellen beitragt [295]. Ein Mechanismus, der den darin aufgezeigten pro-tumorgenen Effekt
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von HMGB1 erklaren wirde, der nebenbei im Widerspruch zu den Ergebnissen der hier
vorgelegten Arbeit steht, wird jedoch nicht beschrieben. AuRerdem enthalt HMGB1 TCF
und LEF1-spezifische DNA-Bindesequenzen, deren Funktion als Transkriptionsfaktoren
fur den Ablauf des WNT/B-Catenin-Signalwegs entscheidend sind [86]. Allerdings sind
dies nur wenige Indizien fur einen tatsachlichen funktionalen Zusammenhang zwischen
HMGB1 und APC-abhangigen Prozessen.

Im Gegensatz zur epithelialen fuhrte die myeloide HMGB1-Deletion zu einer signifikant
verringerten Tumorbelastung der AOM/DSS-behandelten Mause. Dadurch, dass der Ge-
wichtsverlauf der KO-Mause keine Abweichungen zu dem der gefloxten Mausen aufwies
und sich die Genotypen auch im DSS-Modell beziglich der Immunzellinfiltration nicht von-
einander unterschieden, kénnte man davon ausgehen, dass die Immunantwort im
AOM/DSS-Modell annahernd vergleichbar ablauft. Dennoch scheinen die HMGB1-dele-
tierten myeloiden Zellen entweder eine veranderte direkte oder indirekte Auswirkung auf
die Tumorprogression der Tiere zu haben. Da die Immunzellinfiltration bis auf die Treg-
Zellen vergleichbar war, konnte es sein, dass die Polarisation und somit bisher nicht ana-
lysierte Subpopulationen der myeloiden Immunzellen im TME durch die HMGB1-Deletion
verandert sind. Dabei wiirden sich beispielsweise M1-Makrophagen oder N1-Neutrophile
weniger progressiv auf das Tumorwachstum auswirken als M2- und N2-phanotypische
myeloide Zellen und vielmehr die Anti-Tumorantwort foérdern [266], [271], [277, S. 1]. Wei-
terhin ist die Tweg-Zellfrequenz in den myeloiden HMGB1-KOs leicht reduziert. Teg-Zellen
wirken supprimierend auf die protektive Immunantwort in CRC [296] und sind deshalb ak-
tuell ein potentielles Therapieziel fiir Krebserkrankungen [82], [272], [273]. In ApcM"/DE-
REG Mausen (Trg-depletierte Mause) bspw. sind sowohl die Proliferation als auch die
Aktivitat von speziellen Cd8af*-T-Zellen im TME erhoht, wodurch die Anti-Tumorantwort
ebenfalls verstarkt ist [297]. Eine von der HMGB1-Deletion abhangige phanotypische Ver-
anderung der Makrophagen zum M1-Subtyp im TME koénnte dazu flhren, dass weniger
IL-10 und TGF (typisch far M2-TAMs) produziert werden wurden, die Treg-Zellen induzie-
ren und wirden sich somit immunsupprimierend sowie indirekt supprimierend auf das Tu-
morwachstum auswirken [298]. Hubert et al. konnten kurzlich fur Brust-, Lungen- und Ge-
barmutterkrebs zeigen, dass durch die Inhibierung von extrazellularem HMGB1 mittels
Glycyrrhizin, RAGE antagonist peptide und Ethylpyruvat u.a. Populationen immunsuppri-
mierender Zelltypen wie MDSCs und Trg-Zellen drastisch reduziert und das Verhaltnis
M1- zu M2-Markophagen deutlich erhdht waren, ohne dass die Anzahl von Cd45*-Zellen
verandert war. Aullerdem verbesserte das Blockieren von HMGB1 die anti-PD-1
Krebsimmuntherapie (Checkpoint-Inhibitor), dabei wurde betont, dass die intrazellularen
protektiven Eigenschaften von HMGB1 durch die gewahlten inhibitorischen Eingriffe nicht

gehemmt werden wirden [299]. Dies zeigt, dass HMGB1 neben der hauptsachlichen
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Beschreibung als pro-inflammatorisches und chemotaktisches Molekul, abhangig vom zel-
luldaren Ursprung, moglicherweise auch eine extrazellulare immunsupprimierende Rolle
spielen kdnnte, indem es die Immunzellphdnotypen im TME beeinflusst. Da sich diese
Publikation auf die Tumorgenese in mikrobiell weniger bis gar nicht besiedelten Organen
bezieht (Zervix, Lunge, Brustgewebe), musste diese Hypothese speziell im dicht besiedel-

ten Darm Uberprift werden.

In einer vor kurzem veréffentlichten Studie zeigten Yuan et al. fir Myofibroblast-spezifi-
sche MyD88-KO Mause vergleichbare Phanotypen zu den epithelialen HMGB1-KOs im
DSS-Modell und den myeloiden HMGB1-KOs im AOM/DSS-Modell der hier vorliegenden
Arbeit. MyD88 ist ein Adapterprotein fir TLRs und spielt somit eine entscheidende Rolle
bei der Signalweiterleitung nach Bindung an bspw. HMGB1 als DAMP und PAMPs. Der
NF-kB-Signalweg wird aktiviert, woraufhin Zytokine sowie Chemokine im Rahmen der Im-
munantwort produziert und freigesetzt werden. Daher steht HMGB1 Gber seine TLR2- und
TLR4-Interaktion im direkten Zusammenhang mit MyD88 [113], [115]. Die folgend darge-
stellten Erkenntnisse der publizierten Studie kdnnten somit erganzende Hinweise auf eine

maogliche, relevante Funktionsweise liefern.

In der DSS-Colitis waren Gewichtsverlust und Kolonverklirzung wesentlich gravierender
in MyD88-KOs verglichen zu DSS-behandelten Kontrollmausen. Die Ki67-Expression war
in den Epithelzellen der KOs reduziert. Die Immunzellinfiltration (Cd11b*, F4/80" und Gr1*-
Zellen) war durch den MyD88-KO in Myofibroblasten unverandert. Trotz des initial gravie-
renden Gewichtsverlustes der KOs entwickelten diese im AOM/DSS-Modell insgesamt
signifikant weniger Tumore als auch weniger grof3e Tumore im Kolon. In beiden Modellen
waren in den KOs verglichen zu den Kontrolimdusen signifikant mehr Cd86*- und iNOS*-
sowie signifikant weniger Cd206- und Arg1*-Zellen im Kolongewebe vorhanden [300, S.
88]. Eine derartige Verschiebung hin zu M1-phanotypischen Immunzellen anstelle vom
M2-Subtyp kdnnte sowohl eine verstarkte Entziindungsreaktion in der DSS-Colitis erkla-
ren, als auch eine erhohte Anti-Tumorantwort im AOM/DSS-Modell, trotz der initial ver-
starkten Inflammation. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit wiirde
HMGB1 primar als DAMP aus Epithelzellen relevant fur eine DSS-Colitis sein, indem mog-
licherweise MyD88 in Gewebestandigen Myofibroblasten unmittelbar durch aus Epithel-
zellen freigesetztes HMGB1 aktiviert werden wirde, um M2-Makrophagen fir eine ada-
quate Gewebereparatur zu akquirieren. Dies wirde jedoch eher gegen die Annahme spre-
chen, dass HMGB1 Uberwiegend eine intrazellulare Rolle in Transkriptionsprozessen
spielt, wobei dies ebenfalls abhangig vom Modell (DSS vs. Apc™") untersucht werden
musste. Im chronisch-maladaptiven AOM/DSS-Modell bewirkt HMGB1 aus myeloiden Zel-
len als relevante zellulare Quelle die Colitis-assoziierte Tumorgenese im Kolon sowie die

verstarkte Tumorprogression tber MyD88 in Cancer associated fibroblasts (CAFs), indem
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MyD88 weiterhin M2-Makrophagen polarisiert, die immunsupprimierend und in diesem
Fall Tumor-fordernd wirken [300], [301]. Yuan et al. identifizierten in ihrer Studie keinen
spezifischen Rezeptor fir den MyD88-Signalweg, verwiesen jedoch darauf, dass vor allem
TLRs fur die MyD88-Aktivierung verantwortlich sind, die grofdtenteils mit HMGB1 und ver-
schiedenen PAMPs interagieren. Fur die M2-Polarisation der Makrophagen scheint das
von Myofibroblasten und CAFs freigesetzte Protein Osteopontin verantwortlich zu sein,
welches daher ein moégliches analytisches Mittel fir weiterflihrende in vitro Versuche dar-
stellt. In Verbindung mit der hier vorliegenden Arbeit ist noch ungeklart, oo HMGB1 eher
als DAMP oder als aktiv aus Immunzellen freigesetztes Zytokin bzw. Chemokin funktio-

niert.

Zusammengefasst weisen die Ergebnisse dieser explorativ aufgebauten Arbeit darauf hin,
dass HMGB1 stark abhangig vom Zelltyp unterschiedlich relevant fur Prozesse in akut-
entzundlichen, spontanen Karzinogenese- sowie chronisch-maladaptiven Prozesse ist. So
stellt HMGB1 in Epithelzellen einen protektiven Faktor flr die murine DSS-Colitis dar, wo-
bei es in den milderen Pathogen-induzierten bzw. der chronischen T-Zell-vermittelten Co-
litis sein Fehlen ohne Konsequenz auf den entziindlichen Phanotyp bleibt. In der sponta-
nen Karzinogenese im Apc""-Modell schiitzte HMGB1 in Epithelzellen die gefloxten Kon-
trollmause vor einer starkeren Tumorprogression, wie sie in KO-Mausen festgestellt
wurde. Interessanterweise spielte der Epithelzell-spezifische KO keine Rolle im
AOM/DSS-Modell, obwohl initial Anzeichen fur eine signifikant starkere Entziindungsreak-
tion in den KO-Mausen vorlagen, die in den nachsten Zyklen ausgeglichen zu sein schie-
nen. Im Gegensatz zu HMGB1 in Epithelzellen, nahm HMGB1 aus myeloiden Immunzel-
len insbesondere eine relevante Rolle im AOM/DSS-Modell ein und férderte die Entzin-
dungs-assoziierte Tumorprogression. Méglicherweise sind dabei, nach kurzlich verdffent-
lichten Daten von Yuan et al., die scheinbar protektive Rolle von HMGB1-positiven Epithel-
zellen in der DSS-Colitis und die tumorférdernde Rolle von HMGB1-positiven myeloiden
Immunzellen im AOM/DSS-Modell Gber MyD88 in Myofibroblasten bzw. CAFs miteinander
vereinbar. Die Ergebnisse des Apc'"-Modells stehen dabei eher aulRen vor und unter-
scheiden sich moéglicherweise durch den zugrunde liegenden Pathomechanismus wesent-

lich von den chemisch-induzierten Colitis- und CAC-Modellen.
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