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Einleitung SEITE   1 

1 Einleitung 

1.1 Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen: Herausforderungen und 
Hoffnungsschimmer 

Die beiden bedeutendsten Vertreter an chronisch-entzündlichen Darmerkrankun-

gen stellen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa dar. Beide Erkrankungen manifes-

tieren sich dabei als chronische Entzündungen des Gastrointestinaltraktes.  

Colitis ulcerosa weist ein streng auf das Kolon beschränktes, mukosales Entzün-

dungsbild auf, welches stets im Rektum beginnt und sich gegebenenfalls in Form 

einer kontinuierlichen Entzündungsstrecke durch das gesamte Kolon (Pancolitis) 

bis ins terminale Ileum (Backwash Ileitis) fortsetzen kann. 

Die Erkrankung Morbus Crohn hält sich bei ihrer Manifestation an keine Kontinui-

tät, sondern kann im gesamten Gastrointestinaltrakt beginnend beim Mund bis 

zum After auftreten. Dabei ist es möglich zwischen entzündlichen Anteilen und 

gesunden Anteilen zu differenzieren. Typisch für die Erkrankung sind vor allem der 

Befall des terminalen Ileums, sowie eine transmurale und somit tieferreichende 

Entzündungsreaktion. 

Die Entzündungsreaktionen gehen mit massiven Beeinträchtigungen der Patienten 

in ihrem körperlichen, psychischen und sozialen Befinden einher. Klinisch stehen 

starke, unkontrollierbare Schmerzen, teils blutige Diarrhoen, Gewichtsabnahme 

und Leistungsminderung im Vordergrund. Durch das Gefühl, der Erkrankung 

hilflos ausgeliefert zu sein, wird die Entstehung von psychischen Komorbiditäten 

wie etwa Depressionen begünstigt. Langfristig gesehen müssen die Patienten so-

gar über das erhöhte Risiko im Verlauf an einem kolorektalen Karzinom zu erkran-

ken und zu versterben aufgeklärt werden. Von medizinischer Seite kann bisher nur 

teilweise Abhilfe geschaffen werden, da trotz der Verwendung sehr moderner The-

rapieverfahren - wie etwa Immunmodulatoren oder Biologika (1) – gleichzeitig 

nach wie vor viele Patienten mit einer niedrigen bis ausbleibenden Antwort auf die 

Therapie beobachtet werden müssen. Auch eine Heilung ist trotz weltweiter For-

schungsbemühungen noch nicht in Sicht. Auf Grund dieses massiven Leidensdru-

ckes und der nach wie vor noch nicht optimalen Therapie sind dringend neue An-

sätze nötig. Alarmierend sind zusätzlich auch die weltweit hohen und teilweise 

sogar stark steigenden Prävalenz- und Inzidenzzahlen. Im Jahre 2004 lag die Prä-

valenz in den USA bei 1,4 Millionen, in Europa bei 2,2 Millionen Betroffenen (2). In 

den bisherigen Niedrig-Inzidenz-Ländern in Südeuropa oder Asien wird hingegen 
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eine steigende Inzidenz verzeichnet (3). Folglich werden sich auch für das Ge-

sundheitssystem in Zukunft neue Herausforderungen ergeben. Bereits jetzt liegen 

die direkten Kosten aus Sicht der gesetzlichen Krankenversicherung in Deutsch-

land im Durchschnitt bei € 3.767,26 pro Jahr und pro Patient für die Therapie von 

Morbus Crohn (4) und bei € 2.477,72 pro Jahr und pro Patient für die Therapie der 

Colitis ulcerosa (5). Die indirekten Kosten dürften dabei deutlich höher liegen. 

Um diesen Herausforderungen begegnen zu können, wird bereits seit über 75 

Jahren die Pathogenese dieser Erkrankungen erforscht. An Hand von großen epi-

demiologischen Studien konnten bereits weltweit unterschiedlichste mögliche Fak-

toren, wie zum Beispiel Umweltfaktoren, Veränderungen in der Zusammensetzung 

der Darmflora, ethnische Abstammung, sowie genetische Häufung identifiziert 

werden. Mausmodelle halfen bereits dabei, das Gleichgewicht zwischen der mik-

robiologischen Darmflora und der erworbenen sowie angeborenen Immunantwort 

zu verstehen. Gleichzeitig legten diese Modelle aber auch nahe, dass es zu auto-

agressivem Verhalten gegenüber dem körpereigenen Darmgewebe kommt. Auch 

der Beweis, dass eine symptomorientierte, immunsupprimierende Therapie eine 

Remission einleiten kann, sorgten für eine Zuordnung von Colitis ulcerosa und 

Morbus Crohn zum Formenkreis der Autoimmunerkrankungen. Trotz aller dieser 

Bemühungen und Erkenntnisse bleibt die Frage nach dem eigentlichen Auslöser 

immer noch offen. 

Mit der Entdeckung des lin-4-Gens durch R. Lee im Jahr 1993 wurde der Funken 

für ein völlig neuwertiges Konzept über Regulationsvorgänge innerhalb von Zellen 

entzündet, welches das Interesse renommierter Arbeitsgruppen weltweit ent-

flammte. Der Hintergrund dafür ist, dass das Transkript dieses Gens eine kurze 

(22 nt), nicht codierende RNA darstellt, welche durch RNA-mRNA-Antisense-

Interaktion die Translation des lin-14-Gens reguliert. Weitere Arbeiten führten zur 

Identifizierung zusätzlicher (Stand April 2009: 817 counts; 6553 Publikationen im 

„WEB OF KNOWLEDGE“; Stand  2012: 18226 counts für alle Spezies (Release 

18, November 2011); 16037 Publikationen im „WEB OF KNOWLEDGE“) kurzer 

(21-25 nt) regulatorischer RNAs, welche als microRNAs (miRNA) zusammenge-

fasst werden. Dabei stellte sich heraus, dass dieses Regulationsprinzip einen 

hochkonservierten, speziesunabhängigen Mechanismus darstellt. Ihre Beteiligung 

konnte von der Zellentwicklung über die Gewebedifferenzierung bis hin zu zahlrei-

chen pathologischen Prozessen, darunter auch chronischen Entzündungen, nach-
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gewiesen werden. Auf dieser Grundlage war es der pharmazeutischen Industrie 

bereits möglich, neue Therapeutika etwa gegen hämatologische Krebsformen so-

wie chronische Hepatitis C Infektionen zu entwickeln, welche derzeit in erfolgsver-

sprechenden Studien überprüft werden. Somit stellen die miRNAs eine neue und 

entscheidenden Weiche dar, um einerseits zelluläre Prozesse näher verstehen zu 

können und andererseits neuartige Therapieprinzipien auf Basis der miRNA Regu-

lation zu entwickeln, mit denen eine Einflussnahme auf Fehlfunktionen bereits auf 

hohem zellulären Regulationsniveau möglich ist.  

Mit diesen Hoffnungen gehen die miRNAs derzeit als strahlender Stern der Zu-

kunftsvisionen auf, besonders auch deshalb, weil neue Strategien zur Identifizie-

rung der Pathogenesemechanismen oder zumindest neue und effektivere Thera-

piekonzepte entwickelt werden müssen. Noch zu klären ist jedoch, ob die Hoff-

nungen, die man in die Beeinflussung der miRNAs setzt, gerechtfertigt sind. 

 

1.2 Fragestellung 
Diese Arbeit setzt sich nun mit der Fragestellung auseinander, inwiefern miRNAs 

im Rahmen einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen von Bedeutung 

sind. Geklärt werden sollen dabei: 

1) Existieren miRNAs, welche im Rahmen einer chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankung ein verändertes Expressionsverhalten aufweisen? 

2) Existieren individuelle Unterschiede in der miRNA-Expression? 

3) Liefern Datenbankanalysen Hinweise darauf, inwiefern diese miRNAs mit-

einander in Beziehung stehen und welche Prozesse sie in der Zelle regulie-

ren?  

4) Welche Bedeutung kann der Erforschung der miRNAs im Zusammenhang 

zu chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen beigemessen werden, um 

die zu Grunde liegenden Pathogenesemechanismen näher zu verstehen 

oder neue Therapiestrategien zu entwickeln? 
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2 Literaturdiskussion 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen lassen sich im Wesentlichen in zwei 

Hauptformen differenzieren: Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Beiden gemein-

sam ist eine unangemessene Antwort des Immunsystems auf Mikroorganismen im 

Darm bei Menschen mit einer bestehenden genetischen Prädisposition. Im Fol-

genden werden die wichtigsten Inhalte zu den jeweiligen Erkrankungen aufgeführt. 

Anschließend erfolgt eine Einführung zu den miRNAs bezüglich ihrer Biogenese, 

ihrer Wirkungsweise und ihrer bisherigen klinischen Relevanz mit einer Aussicht 

auf ihr mögliches therapeutisches Potenzial. 

2.1 Morbus Crohn 
2.1.1 Geschichtlicher Hintergrund und Symptome 
In den Autopsieberichten von Wilhelm Fabry (1612) und G.B. Morgagni (1769) 

findet man die ersten Beschreibungen zu der Erkrankung Morbus Crohn (6, 7). 

Jedoch ließ sich zum damaligen Zeitpunkt die Erkrankung noch nicht von tuberku-

lösen oder anderen infektiösen Darmerkrankungen mit Sicherheit ausschließen, 

so dass diese Berichte mit Vorsicht zu nehmen sind. Erst der schottische Chirurg 

T.K. Dalziel nahm im Jahre 1910 eine klare Differenzierung zwischen der Darmtu-

berkulose und den chronisch entzündlichen Schleimhautveränderungen mit un-

spezifischen Granulomen vor (7). Die Bezeichnung Morbus Crohn resultierte letz-

ten Endes auf der klaren Beschreibung der Charakteristika der nicht tuberkulösen 

"Ileitis Terminalis" durch die Chirurgen B.B. Crohn, L. Ginzburg und G. Oppenhei-

mer in einer gemeinsamen Veröffentlichung im Jahre 1932 (8).  

Hieraus wird deutlich, dass die Erkrankung Morbus Crohn bereits eine lange Ge-

schichte aufweist, deren klinische Entität auf den Beschreibungen aus dem Jahre 

1932 resultiert. Die am häufigsten beschriebenen Symptome stellen dabei breiig-

schleimiger Durchfall, Bauchschmerzen (auf Grund des Befalls der Ileozökalregion 

tendenziell eher im rechten Unterbauch), subfebrile Temperaturen bis Fieber und 

Gewichtsverlust von 10 - 20 % dar. Die Schmerzen treten üblicherweise kolikartig 

vor dem Stuhlgang auf und lassen mit dem Ende der Defäkation nach (9).  

2.1.2 Epidemiologie und Prognose 
In den letzten 50 Jahren sind die chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen zu 

einem der größten gastroenterologischen Probleme der westlichen Welt gewor-

den. Daraus resultiert eine intensive Beschäftigung mit der Epidemiologie zu die-
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sen Erkrankungsformen, mit einer großen Menge an deskriptiven Daten (10). 

Nicht verwunderlich ist es daher, dass abhängig von der Quelle, unterschiedliche 

Angaben gefunden werden können. 

2.1.2.1 Inzidenz und Prävalenz 
Die aktuellsten Daten zur Inzidenz von Morbus Crohn in Deutschland stammen 

aus der Oberpfalz, da hier seit 2004 im Rahmen des Kompetenznetzwerkes eine 

Inzidenzkohorte aufgebaut wird. Gemäß dieser Daten liegt für diesen Raum die 

Inzidenz von Morbus Crohn bei 6,6/105 Neuerkrankungen pro Jahr, welche somit 

dem erwarteten oberen Inzidenzbereich entspricht (11). Gemäß den Angaben des 

statistischen Bundesamtes aus dem Jahr 2008 wurden im Krankenhaus im Schnitt 

27 von 100.000 Einwohnern wegen eines Morbus Crohn behandelt. Die Gesamt-

fallzahl der im Krankenhaus behandelten Patienten blieb mit 22.107 Fällen (Jahr 

2008) im Vergleich zu den Vorjahren stabil. Genaue und aktuelle Angaben zur 

Prävalenz von Morbus Crohn in Deutschland liegen derzeit nicht vor. Relativ aktu-

ellen Daten aus Dänemark ermöglichen mit einer Prävalenz von 151 Erkrankten 

unter 100.000 Einwohnern eine grobe Abschätzung einer möglicherweise vorherr-

schenden Prävalenz (12).  

Einen Überblick zur Abschätzung der weltweiten Inzidenz liefert die folgende Ab-

bildung 1 aus dem "American Journal of Gastroenterology" (1):  

Keine Daten  

0- 1,9 
4 – 5,9 

6 – 7,9 

2 – 3,9 

> 12 

Abbildung 1     Weltweite Inzidenz von Morbus Crohn; In Deutschland: 6,6/100.000 (2004) Neuerkrankun-
gen, Prävalenz 151/100.000. Abbildung übernommen und abgeändert aus dem American Journal of Gastro-
enterology 2011 (1). 
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2.1.2.2 Geschlechts- und Altersverteilung 
Auch in neueren veröffentlichten Arbeiten bezieht man sich gerne auf die inzwi-

schen etwas veralteten Daten der EC-IBD-Studie (1996) (13), da es sich bei die-

ser um die bestmögliche repräsentative Patientenkohorte mit erwachsenen Perso-

nen innerhalb Europas handelt. Hieraus wird eine Häufung von Morbus Crohn bei 

Frauen (relatives Risiko, RR = 1,2) angedeutet. Die höchste altersspezifische Inzi-

denz wird bei den 15- bis 24-Jährigen angegeben. Jedoch muss darauf hingewie-

sen werden, dass Kinder nicht berücksichtigt wurden. Gerade der Blick auf das 

Krankheitsgeschehen bei Kindern ist jedoch aus zwei Gründen sehr interessant: 

Zum einen konnten Daten aus Stockholm (14) im Gegensatz zur Colitis ulcerosa 

einen deutlichen Anstieg der Inzidenz des Morbus Crohn in den 90er Jahren bei 

Kindern darstellen, wobei jedoch betont werden muss, dass die chronisch-

entzündliche Darmerkrankung bis zum 10. Lebensjahr sehr selten ist und zum 15. 

Lebensjahr dann deutlich in der Häufigkeit ansteigt. Zum anderen konnte gezeigt 

werden, dass im Kindesalter überwiegend Jungen (Ratio = 2:1) an Morbus Crohn 

erkranken, in der Adoleszenz dieses sich jedoch zu einer höheren Erkrankungsra-

te bei Frauen verschiebt (15). Genauere Informationen erhofft man sich in der Zu-

kunft jedoch aus dem Register CEDATA, welches am Helmholtz Zentrum Mün-

chen seit 2004 aufgebaut wird und bereits 2436 Kinder erfasst hat (16).  

2.1.2.3 Verlauf und Mortalität 
Der Verlauf einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung ist sehr variabel und 

durch ihren schubartigen Charakter gekennzeichnet. Die Spannbreite umfasst da-

bei Verläufe der jahrzehntelangen Remission (96 von 358 Patienten über 10 Jahre 

mit einer medianen Zeit zum ersten Schub bei 27 Monaten (17)) bis hin zu chroni-

schen Verläufen mit langfristiger Immunsuppression, Operationen (auf Grund von 

Stenosen, Fisteln, Abszessen, Perforationen, Karzinomen), Ausbildung zahlrei-

cher Folgeerkrankungen (insbesondere in Form eines Kolonkarzinoms) sowie der 

vorzeitigen Berentung. Die Operationsrate mit mindestens einer Operation lag bei 

Patienten mit ileozökalem Befall in der EC-IBD-Studie bei rund 34% nach 10 Jah-

ren (17). Das Risiko an Darmkrebs zu erkranken lag gemäß einer Metaanalyse 

aus dem Jahre 2006 bei 2,9% nach 10 Jahren, bei 5,6% nach 20 Jahren und bei 

8,3% nach 30 Jahren (18). Dabei fand sich im Vergleich zur Normalbevölkerung 

eine leichte Erhöhung des relativen Risikos (RR = 1,1; CI 95% 0,8 - 1,5) ein kolo-

rektales Karzinom zu entwickeln. Das relative Risiko zur Entwicklung von einem 
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Adenokarzinom im Dünndarm war mit RR = 31,2 (CI 95% 15,9 - 60,9) hingegen 

hochsignifikant erhöht (18). Weitere Komplikationen stellen der Mechanische Ileus 

meist auf Grund fibröser Strikturen und Fisteln mit Verbindungen zur Haut, zum 

Anus, so wie zu weiteren Hohlorganen wie Blase und andere Darmabschnitte dar. 

Besonders der Ileus kommt dabei bei 20-30% der Patienten vor. Infektiöse Kom-

plikationen stellen umkapselte Eiteransammlungen (Abszesse) oder die Entwick-

lung des toxischen Megakolons (2,3% der Patienten) dar (19). Extraintestinale 

Komplikationen sind Malabsorptionssyndrome mit Vitamin-D-Mangel, die Bildung 

von Gallen- und Harnsteinen, Augenentzündungen und Hautaffektionen. 56 – 65% 

der Patienten mit Morbus Crohn weisen bereits 10 Jahre nach Diagnosestellung 

mindestens eine dieser Komplikationen auf (20). Mit Blick auf die Mortalität wird im 

Gegensatz zur Colitis ulcerosa in der EC-IBD-Studie eine reduzierte 10-Jahres-

Überlebensrate deutlich (17). In der aktuellen Metaanalyse von Canavan et al. 

zeigte sich in Bezug auf gleichaltrige und gleichgeschlechtige Personen aus der 

Normalbevölkerung ein um das 50% (SMR 1,52, CI 95% 1,32 -1,74) erhöhtes Ri-

siko zu sterben (21). Zusammenfassend geht die Erkrankung Morbus Crohn mit 

einer schlechteren Prognose einher als die Colitis ulcerosa. 

2.1.3 Pathologie 
Die Entwicklung von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen unterliegt einem 

multifaktoriellen Geschehen. Das heißt, dass durch unterschiedliche Faktoren wie 

Umweltfaktoren, genetischen Veränderungen, die Zusammensetzung der intesti-

nalen bakteriellen Flora, die Leistung der intestinalen Barriere, oder auch die 

Funktionsfähigkeit des Immunsystems des Patienten die Entwicklung der Erkran-

kung begünstigt wird. Die Abbildung 2 zeichnet ein Bild zu diesen unterschiedli-

chen Faktoren: 
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Abbildung 2     Gegenseitige Beeinflussung unterschiedlicher Faktoren in der Entwicklung von Mor-
bus Crohn; schwarz = Gene, welche allgemein in Zusammenhang mit einer chronisch-entzündlichen Dar-
merkrankung stehen, grün = für Morbus Crohn spezifische Genpolymorphismen; Zusammenstellung gemäß 
der molekularen Pathways. Die Grundlage zu dieser Abbildung stammt aus einem Review von A. Kaser, S. 
Zeissig und R. Blumberg (veröffentlicht im Annual Reviews of Immunolgy; 2010  (22)) und wurde mit den 
Daten von MG Laukoetter et al. (23)  und JV Limbergen et al. (24) ergänzt und modifiziert. 

2.1.3.1 Genetische Veränderungen  
Im Rahmen chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen konnten bereits bei einer 

Vielzahl von Genen Veränderungen festgestellt und mit der Erkrankung in Verbin-

dung gebracht werden. In den von Halm et al. durchgeführten Untersuchungen 

wurde mit Hilfe von Zwillingsstudien bei monozygoten Zwillingen verdeutlicht, dass 

sich eine Konkordanz von 20 - 50% bei Morbus Crohn ergab (25). Diese Gene 

konnten teilweise bestimmten Loci auf unterschiedlichen Chromosomen zugeord-

net werden, welche als IBD-Loci (Inflammatory Bowel Disease) bezeichnet und 

durchnummeriert wurden (vgl. Tabelle 1). Jedoch konnten noch nicht alle dieser 

Loci wiederholt bestätigt werden.  

Vereinfachend codieren die im Rahmen eines Morbus Crohn veränderten Gene 

häufig Proteine, welche auf unterschiedlichen Wegen Einfluss auf die Entzün-

dungsreaktion nehmen: 
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Locus Chr Gen Funktion Quelle 

Intrazelluläre Rezeptoren zur Erkennung von Oberflächen 
 

IBD1 16q12 NOD2/CARD15 Erkennung von bakteriellen Oberflächen, NF-κB-
Signalweg (26) 

Intrazelluläre Signalmoleküle und -rezeptoren 
 

 
1p13.3 PTPN22 T- Zell-Rezeptor Signalweg (27, 28) 

 
8p11.3 PTPN2 Negativer Regulator der T-Zell-Aktivität (29) 

 6q23 TNFAIP3 Ubiquitierung veränderndes Enzym => Blockade des 
TNF-Rezeptor-Signalweges/ NF-κB-Weg  (30) 

Extrazelluläre Rezeptoren 
 IBD3 6p21.3 TNF, HLA, MHC Erkennung von Oberflächen, Entzündungsregulation (31) 

Involviert in Autophagozytose-Prozess 
 IBD10 2q37.1 ATG16L1 Autophagozytose (32) 

IBD19 5q33.1 IRGM Autophagozytose (33) 
Expressionsregulation von Mediatoren 

 
IBD12 3p21 

MST1, BSN, 
GNAI2 

Expressionsregulation proinflammatorischer Media-
toren (34) 

IBD14 7q32 IRF5 
Expressionsregulation proinflammatorischer Media-
toren (35) 

IBD23 1q32 IL10 
Expressionsregulation proinflammatorischer Media-
toren (36) 

Zytokine und Zytokin-Rezeptoren 
 

IBD5 5q31 
IL3, IL4, IL5, 
IL13 Entzündungsregulation (37) 

IBD17 1p31.1 IL23R Th17-Zellen (38) 

 
15q31.1 IL12B 

Entwicklung von T-Zell Subtypen: Th1- und Th17- 
Zellen (39) 

Unklare Funktion bei nachgewiesenen Polymorphismen 
 IBD2 12q unklar unklar - bei Colitis ulcerosa von größerer Bedeutung (40) 

IBD4 14q11 unklar unklar (41) 
IBD6 19p unklar unklar (37) 
IBD7 1p unklar unklar (42) 

IBD8 16p unklar unklar (43) 
Tabelle 1     Genetische Veränderungen im IBD-Locus (Inflammatory Bowel Disease) bei Morbus 
Crohn; Darstellung der wichtigsten Gene und IBD-Loci mit nachgewiesenen Veränderungen bei chronisch-
entzündlichen Darmerkrankungen. IBD-Loci spezifisch für Morbus Crohn sind grün dargestellt. Schwarz ge-
färbte Loci lassen sich sowohl bei Morbus Crohn als auch Colitis ulcerosa finden. Chr = Lokalisation auf dem 
entsprechenden Chromosom. Tabelle modifiziert nach einer Veröffentlichung von Blumberg et al. (44). 

Intrazelluläre Oberflächenerkennungsrezeptoren:     Besonders die durch 

das NOD2/CARD15 Gen codierten Rezeptoren dienen der Identifikation von Mu-

ramyl Dipeptiden (MDP) als Bestandteil der Zellwand von Bakterien. Veränderun-

gen von dieser sind daher mit einer gestörten Antwort des Organismus auf seine 

Umgebung verbunden. 

Produktion von Defensinen:     Defensine sind Proteine im Gastrointesti-

naltrakt, welche zur Abwehr von Bakterien, Toxinen und Pilzen gebildet werden. 

Die Produktion ist besonders in Paneth-Zellen hoch (45), welche sich am Boden 

der intestinalen Krypten befinden und wird durch entzündungsfördernde Zytokine 
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wie etwa TNF-α verstärkt (46). Im Rahmen von Veränderungen des NOD2-Gens 

konnte ein absoluter α-Defensinmangel auf Grund einer noch ungeklärten Diffe-

renzierungsstörung der Paneth-Zellen gemessen werden (47).  

Extrazelluläre Rezeptoren:     Toll-like receptors (TLR-4,-2,-3 und-9) befin-

den sich auf der Zellmembranoberfläche und binden eine Vielzahl von Molekülen, 

zu denen unter anderem Bakterienbestandteile, Fusionsproteine von RS-Viren β-

Defensin sowie Hitze-Schock-Proteine gehören (48). Es wurde bereits ein Zu-

sammenhang von TLR-Veränderungen mit dem Schweregrad der Entzündungs-

reaktion in einer Fall-Kontroll-Studie nachgewiesen (49).  

Autophagozytose:     Darunter versteht man eine Vielzahl an unterschiedli-

chen Prozessen, beginnend beim Transport von zelleigenen Stoffen zu einem ab-

bauenden Lysosom (50) bis hin zur Eliminierung von in die Zelle eindringender 

Organismen (51). Durch eine fehlerhafte Elimination von Pathogenen, einer Modu-

lation des NF-κB-Signalweges, der Tumorentstehung, der Resistenz vor dem in-

duzierten Zelltod und der Beeinflussung der Funktion von Paneth-Zellen (52) ist 

dieser Weg bei Morbus Crohn besonders relevant für die Aufrechterhaltung des 

Entzündungsprozesses.  

Zytokine und Zytokinrezeptoren:     Studien belegen eine erhöhte Kon-

zentration von IL23 und IL17 unter chronischer Entzündung des Darmes (53). Mit 

steigender IL17 Konzentration schütten die Epithelzellen des Darmes vermehrt 

CCL20 aus (54), welches über den „homing-Receptor“ CCR6 an dendritischen 

Zellen, T-Gedächtniszellen, Th17-Zellen sowie B-Zellen mobilisierend wirkt, indem 

es die gewebespezifische Migration in das Entzündungsgebiet begünstigt (55).  

2.1.3.2 Umweltfaktoren  
Es werden auf Grund der vielen deskriptiven Studien eine ganze Reihe unter-

schiedlicher Risikofaktoren mit den chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen in 

Verbindung gebracht (2). Die einzelnen Risiko- sowie protektiven Faktoren werden 

in der Tabelle 2 dargestellt: 

Zur Tabelle sind jedoch noch folgende Aspekte anzumerken: 

Diätfaktoren: Die Erfassung ist sehr problematisch. Zum einen besteht das 

Problem der Erinnerungs-Bias, da ein erheblicher Anteil der Patienten auf Grund 

der abdominellen Beschwerden bereits eine Modifikation des Essverhaltens vor-

genommen hat, sich dessen aber auf Grund einer langen Latenzzeit zwischen 
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Symptomen und Diagnose nicht immer bewusst ist. Auch die Unklarheit, auf wel-

chem Level die Ernährung wirkt, schränkt die Aussagekraft von Diätfaktoren ein. 

Sheltered-Child-Hypothese: Überdurchschnittlich gute sanitäre Verhältnis-

se (Heißwasserversorgung, Spültoilette, wohnliche Situation, etc...) reduzieren 

frühkindliche enterische Infekte oder schieben diese auf, so dass bei prädisponier-

ten Patienten bei späterer Infektion eine inadäquate Immunantwort erfolgt. 

Cold-Chain-Hypothesis: Die Hypothese resultiert aus der Überlegung, dass 

im Kühlgut lebende Bakterien für die Erkrankung Morbus Crohn verantwortlich 

sind. Gestützt wird diese These durch die Zunahme der Inzidenz mit steigender 

Verbreitung von Kühlschränken. Beweisende Nachweise aus der Mikrobiologie, 

Epidemiologie und Immunologie fehlen jedoch aktuell noch zur Erklärung. 

Faktor Risiko Bemerkung Quelle 
Stadt-Land Gefälle neg Urbaner Wohnsitz OR 1,5 (95% CI 1,1 - 2,0) (56) 
und Tierkontakt  prot Viehkontakt OR 0,4 (95% CI 0,2 - 0,9) 

 Diätfaktoren prot Obst, Ballaststoffe, Omega-3-FS (57) 

 
neg zuckerreiche, ballaststoffarme Kost (58) 

Stillen neg OR 2,1 (95% CI 1,3 - 3,4) (59) 
Pränatale Infektionen /                  
Frühkindliche Infektionen  

neg 
neg 

OR 1,9 (95% CI 1,3 - 2,9)                                          
OR 2,2 (95% CI 1,6 - 2,9) (60) 

Frühgeburtlichkeit neg OR 1,5 (95% CI 1,1 - 2,0) (60) 
Hygiene neg Vgl. "Sheltered-Child-Hypothese" im Text (61) 

Maserninfektion ? 
In der Literatur widersprüchlich beschrieben, wohl eher 
kein Effekt; Rubella-Infektion vielleicht protektiv (62) 

Mycobacterium para- 
 

Bakterien können häufig nachgewiesen werden, 
 tuberculosis Infektion ? deren Bedeutung ist jedoch ungewiss (63) 

"Cold-Chain-Hypothesis" neg Vgl. im Text (61) 
Appendektomie 

 
Häufung resultiert eher aus einer Bias (64) 

Rauchen neg Rauchen erhöht Befall des terminalen Ileums (65) 

 
prot und reduziert den Befall des Kolons (65) 

Orale Kontrazeptiva neg Kein eindeutiger Nachweis; RR 1,68 (66) 

Berufliche Faktoren neg Sitzende Tätigkeit, Schichtarbeit, künstliches Licht, 
weniger körperliche Arbeit (67) 

Sozio-ökonomische Fak-
toren neg Höheres Einkommen => höherer Inzidenz                         

für MC IRR 1,29 (95 % CI 1,08 - 1,54) (68) 

Psychische Faktoren ? Nicht eindeutig belegt: Folge oder Ursache? (69) 

Ethnische Zugehörigkeit ? 
Untersucht: Asiaten, Europäer, Afroamerikaner in den 
US sowie in Südafrika, jüdische Immigranten vs Juden 
in Israel 

(70) 

Tabelle 2     Risikofaktoren für die Entwicklung eines Morbus Crohn; Zusammenfassung der in der Lite-
ratur diskutierten Risikofaktoren; neg = Faktor, welcher die Entstehung eines Morbus Crohn begünstigt; prot = 
protektiv und reduziert somit die Entstehungswahrscheinlichkeit; OR = Odds Ratio, CI = Konfidenzintervall, 
RR = Relatives Risiko; IRR = Incidence rate ratio 

2.1.3.3 Veränderungen der intestinalen mikrobiellen Flora 
Im menschlichen Darm leben zwischen 1013-1014 Bakterien, womit diese die An-

zahl an Zellen im menschlichen Körper um das 10fache übersteigen (71). Dabei 

variiert die Besiedlung je nach Umgebung zwischen 0 - 102 Bakterien im Magen 

bis zu 1011-1012 Bakterien im Dickdarm (72). Die Bereiche der dichtesten Besied-
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lung (terminales Ileum mit ca. 107- 109 Bakterien, sowie der Dickdarm) stellen 

auch die primären Manifestationsorte der chronisch-entzündlichen Darmerkran-

kungen dar (73). 99% dieser Bakterien lassen sich in vier Gruppen einteilen: 64% 

davon stellen die Firmicutes (insbesondere Clostridium IV und Clostridium XIV, 

Streptokokken und Lactobazillen). 23% sind Bacteroides. Mit 8% machen die 

Enterobakterien wie etwa Escherichia Coli einen sehr kleinen Anteil der Prote-

obakterien aus. Der kleinste Anteil wird mit 5% von den Actinobakterien gestellt, 

welcher sich unter anderem aus Actinomycineae und Cornyebakterien ergibt (74). 

Im Rahmen des Entzündungsprozesses lassen sich vergrößerte Populationen an 

Enterobakterien (insbesondere Escherichia coli) sowie eine Abnahme der Firmicu-

tes-Population (i.B. der Clostridien) nachweisen (74). Außerdem konnte das 

Mycobakterium avium vom Subtyp paratuberculosis bei Patienten mit der Erkran-

kung Morbus Crohn besonders häufig nachgewiesen werden (75). Weitere Belege 

für den direkten Zusammenhang zwischen den intestinalen Bakterien und der 

Krankheitsentstehung von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen werden in 

der folgenden Tabelle 3 zusammengefasst: 

klinische Belege Quelle 

- Entzündungen in Bereichen der höchsten Bakterienkonzentration (73) 
- Untypische Zusammensetzung der Bakterien im Entzündungsgebiet (76) 
- Veränderung in der metabolischen Aktivität der Bakterien (weniger Butyrate, 

vermehrt Glycerol) (77) 

- Vermehrung von Mucosa-assozierten Bakterien (78) 
- Gesteigertes durchdringen der Mukosa und erhöhte Translokation (79) 
- Gesteigerte Adhärenz und Invasivität von E. coli Bakterien (80) 
- Genpolymorphismen für bakterielle Rezeptoren und Abwehrmechansimen (26, 32) 
- Stuhlableitung schützt vor und reduziert Entzündungen; Wiederherstellung der 

normalen Stuhlpassage fördert Entzündungsprozesse (81) 

- Antibiotika vermindern den Schweregrad der Entzündung (82) 
experimentelle Belege 

- Darmflora zur Entzündungseinleitung in Mausmodellen benötigt (83) 
- Systemische Immundefekte können mit Darmentzündungen einhergehen 

(84) - Störungen des Signalweges auf bakterielle Bestandteile in Epithelzellen provozie-
ren Entzündungen (85) 

- Störungen in der Abtötung von Bakterien induzieren Entzündungen (86) 
Tabelle 3     Mikrobielle Veränderungen im Rahmen von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen; 
schwarz = sowohl bei Morbus Crohn als auch bei Colitis ulcerosa feststellbar , grün = besonders bei Morbus 
Crohn relevant. Die Tabelle wurde nach dem Vorbild des Reviews von R. Balfour Sator (72) erstellt und modi-
fiziert. Quellenangaben entsprechen den Originalquellen. 

2.1.3.4 Funktionsstörungen der intestinalen Barriere 
Die Aufrechterhaltung des intestinalen Gleichgewichtes wird über ein komplexes 

System in Form der "intestinalen Barriere" gewährleistet. Diese lässt sich in zwei 
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Funktionseinheiten unterteilen - einer einreihigen epithelialen Schicht, welcher ei-

ne dicke und schleimige Deckschicht aufgelagert ist und eine bunt gemischte un-

tere Barriereschicht. Das einreihige intestinale Epithel nimmt dabei funktionell und 

anatomisch die zentrale Position ein. Störungen können jedoch beide Funktions-

einheiten betreffen. 

Die obere epitheliale Barriereschicht setzt sich aus vier unterschiedlichen 

Epitehlzelltypen zusammen: den Paneth-, Becher- und enteroendokrinen Zellen 

sowie den resorbierenden Enterozyten. Die Becherzellen produzieren eine dicke 

schleimige Schutzschicht aus Glycokalix und "trefoil factors (=TFFs)", welche auf 

diese Weise die Enterozyten vor dem Kontakt mit pathogenen und invasiven Kei-

men schützt (87). Dabei spielt die Dicke im Vergleich zur Viskosität der Schleim-

schicht eine untergeordnete Rolle (88). Die Glykokalix wird über die Paneth-Zellen 

zusätzlich mit antibakteriellen Peptiden in Form der Defensine angereichert. Die 

Peptidhormone der enteroendokrinen Zellen sind an Prozessen des Zellstoffwech-

sels, Reparaturvorgängen, Angiogeneseprozessen und der Differenzierung der 

Enterozyten beteiligt. Bei an Morbus Crohn erkrankten Patienten konnte man eine 

Volumenzunahme der Becherzellen mit einer verstärkter Schleimbildung bei 

gleichzeitiger Reduktion der Defensin- und Peptide-Konzentration messen (89). 

Neben der Schleimzusammensetzung spielen aber auch die Verbindung zwischen 

den einzelnen Epithelzellen über Zonulae adherentes (adherens junctions) sowie 

über Zonulae occludentes (thight junctions) eine Rolle. Durch die proinflammatori-

schen Zytokine INF-γ und TNF-α erfolgt eine reduzierte Produktion von E-

Cadherin, wodurch sich eine Störung der Cadherin-Catenin-Verbindung bei den 

Zonulae adherentes ergibt (90, 91). Von größerer Bedeutung ist jedoch die Funk-

tionsstörung der Zonula occludens (92), welche unter Einfluss von proinflammato-

rischen Zytokinen eine Schwächung des interepithelialen Zusammenhaltes erfährt. 

Dadurch wird die Penetration durch Bakterien erleichtert. 

Die untere Barriereschicht bestehend aus T- und B-Lymphozyten nimmt vor al-

lem eine regulierende Funktion ein. Durch die besondere Fähigkeit des intestina-

len Epithels als unspezifische Antigen-präsentierende Zelle (APC) zu agieren, 

kann sie regulatorische T-Zellen unterhalb der Epithelschicht aktivieren (93). Da-

bei wird nicht auf die gewöhnlichen Kostimulatoren CD80 oder CD86 zurückgegrif-

fen, sondern ICOS-L (inducable costimulatory ligand) und PD-1L (programmed 

death-1 ligand) als Kostimulatoren exprimiert (94). Auf der anderen Seite werden 
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Epithelzellen über Zytokine als auch durch interzelluläre Kommunikationsverbin-

dungen in ihrem Wachstum und ihrer Differenzierung durch Lymphozyten und T-

Zellen beeinflusst. Diese gegenseitige Kommunikation weißt im Rahmen von 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen eine Störung auf Höhe der Präsenta-

tionsfähigkeit der Epithelzellen auf, wodurch es zu einer verminderten Aktivierung 

von regulatorischen T-Zellen kommt (95).  

Ein letzter Aspekt zur Aufrechterhaltung der normalen Epithelfunktion stellt 

der in Abbildung 3 schematisierte Pathway der "Unfolded protein response (= 
UPR)" im Rahmen von "endoplasmic reticulum stress" dar. An Hand dieses Pa-

thways konnte auch die enge Gen (insbesondere XBP1) -Umwelt-Interaktion im 

Pathogeneseprozess verdeutlicht werden, wobei auch hierbei wieder die Paneth-

Zellen von zentraler Bedeutung sind (96). Bei der "Unfolded Protein Response" 

handelt es sich um eine Antwort des Körpers auf die vermehrte Entstehung und 

Ansammlung von ungefalteten oder falsch gefalteten Proteinen im Endoplasmati-

schen Retikulum (ER) im Rahmen von Stress (97). Stress wird in diesem Zusam-

menhang als ein Ungleichgewicht im Verhältnis von Aufbau und Abbau von Eduk-

ten verstanden. Besonders produzierende, sekretorische Drüsen - im Darm vor 

allem die Paneth-Zellen - sind daher stressanfällig. Um den Stress kompensieren 

und das Gleichgewicht wieder herstellen zu können, wird über die Bindung von 

falsch gefalteten Proteinen über grp78 (glucose-regulated protein 78) die Aktivie-

rung des UPR eingeleitet. Die Folge ist Aktivierung einer Vielzahl an Anpassum-

gsmechanismen, worunter die Translationshemmung, die Bereitstellung von Cha-

peronen und Autophagozytose- bis hin zu Apoptose-Prozessen verstanden wer-

den. Die drei wichtigsten Säulen dieses Prozesses stellen PERK (pancreatic en-

doplasmatic reticulum kinase), ATF6 (activation factor 6) und IRE1 (inositol-

requiring enzyme 1) dar (98). Im Störfall eines dieser Arme erfolgt die Induktion 

des Immunsystems mit Entzündungen und dem Verlust der Paneth-Zell-Funktion 

durch Apoptose.  
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Abbildung 3     Pathway der "Unfolded Protein Response"; physiologische Antwort auf Stress im endop-
lasmatischen Retikulum gesteuert durch das UPR-System. ERAD = „endoplasmic-reticulum-associated pro-
tein degradation“. Abbildung modifiziert nach Vorlage von Schröder et al. (98). 

2.1.3.5 Dysregulation des Immunsystems 
Mausmodelle stellen ein essentielles Element in der Erforschung von chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen dar. An Hand dieser Modelle ließ sich eine dys-

regulierte Kommunikation zwischen Darmpathogenen und den Komponenten des 

angeborenen (im wesentlichen Makrophagen und dendritische Zellen) sowie des 

erworbenen Immunsystems (vor allem B- und T-Zellen) nachweisen.  

Bei gesunden Menschen werden Makrophagen durch das muköse Milieu des 

Darmes dazu geprägt, einen antientzündlichen Phänotyp zu präsentieren. Dieses 

geschieht durch eine supprimierte Expression von Rezeptoren und proinflammato-

rischer Zytokine (99). Im Gegensatz dazu befinden sich bei Patienten mit Morbus 

Crohn deutlich mehr Makrophagen vom aktivierten und heterogenen Phänotyp 

(100), so dass sich eine gesteigerte Produktion von proinflammatorischen Zytoki-

nen wie IL-1, IL-12 und TNF-α finden lässt (101) (vgl. hierzu auch Abbildung 4). 

Zusätzlich werden CD14+ Makrophagen aus dem Blutsystem akquiriert (102), 

welche im Vergleich zu gesunden und Colitis ulcerosa Patienten verstärkt IL-23 

und TNF-α ausschütten (103).  
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Abbildung 4     Zytokinschaukel bei Morbus Crohn; dargestellt ist das deutliche Überwiegen von proin-
flammatorischen Zytokinen im Zusammenhang mit der Erkrankung Morbus Crohn. Relevante Zellen in diesem 
Prozess sind Th1-Zellen, Makrophagen, sowie gestörte Paneth-Zellen. Th17-Zellen nehmen eine ganz be-
sondere Rolle ein, da diese sich in zwei Gruppen, den Effektoren mit proinflammatorischen Zytokinen im Ge-
gensatz zu den Regulatoren mit antiinflammatorischen Zytokinen und einer direkten inhibitorischen Einwir-
kung auf die Effektoren über IL-10 aufteilen lassen. Die durch Threg-, Th0- und Th2-Zellen produzierten antiin-
flammatorischen Zytokine können das „Gewicht“ der fehlregulierten Produktion von proinflammatorischen 
Zytokinen nicht mehr aufwiegen, wodurch das Gleichgewicht aus den Fugen gerät. 

 

Ähnlich wie die Makrophagen werden auch die dendritischen Zellen durch 

das mukosale Milieu geprägt, um auf diese Weise die Einleitung, aber auch die 

Regulation von Entzündungsreaktionen zu gewährleisten (104). Im Falle von Mor-

bus Crohn ist die Rezeptordichte für mikrobielle Bestandteile erhöht und auch die 

Produktion von IL-12 sowie IL-6 gesteigert. 

Sowohl bei Crohn- als auch bei Colitis ulcerosa- Patienten findet man eine gestei-

gerte Aktivität von B-Zellen in der Produktion von Immunglobulinen (IgA, IgM, IgG) 

im Blut sowie im Gewebe. Besonders Immunglobuline der Klasse IgG1, IgG2 und 

IgG3 sind gleichermaßen im Vergleich zur Kontrollgruppe bei Morbus Crohn er-

höht und unterscheiden sich somit von Colitis ulcerosa (nur IgG1) (105). 

In den letzten Jahren rückten CD4+ T-Helferzellen in den Mittelpunkt des 

Forschungsinteresses, da sich hieraus nicht nur grundlegende Erkenntnisse zur 

Pathogenese von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen gewinnen ließen, 

sondern auch immunologische Regulations- und Reaktionswege verdeutlichten 

(106). Th1- sowie Th17- Zellen stellen bei Morbus Crohn die überwiegende Kom-

ponente der Immunantwort dar, was durch eine gesteigerte Produktion von IFN-γ, 

IL-12 (107) durch die Th1-Zellen sowie von IL-17 durch die Th17-Zellen in der 

Lamina propria der Darmwand deutlich wird (108). Außerdem ist auch das Inter-

leukin IL-21 als regulierendes Zytokin der IL-17 Produktion vermehrt vorzufinden 
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(109). Interessant ist jedoch, dass die Th17-Zellen im Darm eine besondere Rolle 

einnehmen. So konnte in einer aktuellen Untersuchung durch Lochner et al. aus 

dem Jahre 2011 gezeigt werden, dass im Rahmen des Entzündungsprozesses 

von den Th17-Zellen durch die Ausbildung proinflammatorischer Zytokine auch 

eine gleichzeitige entzündungslimitierende Rolle eingenommen wird, da Immun-

Zell-Follikel ausgebildet werden. Diese übernehmen letzten Endes die gezielte 

Steuerung der Immunreaktion im entzündeten Gewebe und könnten somit als eine 

Art Notfallplan des Darmes zur Eindämmung einer übermäßigen Immunreaktion 

verstanden werden (110). Genauere Untersuchungen hierzu stehen jedoch noch 

aus. 

2.1.3.6 Zusammenfassung 
Das aktuelle Konzept schlägt eine "Two-hit-Hypothese" als möglichen Erklärungs-

ansatz für die Pathogenese der Erkrankung Morbus Crohn vor. Demnach ist die 

Akkumulation von genetischen und von Umweltfaktoren nötig, um den Patienten 

für die Erkrankung überhaupt anfällig zu machen. Eine Veränderung des Mikrobi-

oms dieser prädisponierten Patienten führt mit Überwindung der intestinalen Bar-

riere zu einer dysregulierten Immunantwort. Eine alleinige Veränderung der Bakte-

rien-Kolonisation bei ausbleibender Veränderung der Immunfunktion würde nach 

diesem Modell noch nicht zu einer Ausbildung einer chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankung beitragen (96). 

2.1.4 Diagnosestellung 
Bedingt durch das heterogene Bild aus diversen Phänotypen setzt sich gemäß 

den in Deutschland gültigen Leitlinien die Diagnostik aus den Ergebnissen der 

Anamnese, des klinischen Erscheinungsbildes sowie einer Kombination aus la-

borchemischen, sonographischen, radiologischen, endoskopischen und histologi-

schen Befunden zusammen. 

In der Anamnese wird besonders auf die Leitsymptome chronischer Durchfall über 

6 Wochen, abdominale Beschwerden und/oder Gewichtsverlust geachtet. Die Ri-

sikofaktoren Appendektomie, Nikotinkonsum und eine positive Familienanamnese 

geben neben Beschwerden im peripheren oder axialen Skelettsystem als häufigs-

ter extraintestinaler Manifestationsort weitere Hinweise. Bei der laborchemischen 

Untersuchung werden Entzündungsparameter (C-reaktives Protein, Blutsen-

kungsgeschwindigkeit), Hinweise für Blutungszeichen (Anämie, Vorliegen einer 

Thrombozytose), Anzeichen eines Flüssigkeitsdefizits (Elektrolyte, Blutbild) sowie 
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Zeichen der Mangelernährung beziehungsweise der Malabsorption (Vitamin B12) 

erhoben. Procalcitonin wird derzeit als ein potentieller Marker zur Abgrenzung von 

selbstlimitierenden Kolitiden postuliert (111). Auch fäkale Neutrophilenproteine wie 

Calprotectin, Lactoferrin (112) und S100A12 (113) ermöglichen eine Einschätzung 

der Entzündungsaktivität. Die Dünndarmdiagnostik kann mit Hilfe eines hochauflö-

senden Ultraschalles und ergänzend mit einer Magnetresonsanztomographie des 

Bauchraumes erfolgen. Die endoskopische Ileocoloskopie ist für jeden Patienten 

obligatorisch durchzuführen und Mittel der ersten Wahl. 

2.1.5 Beurteilung der Entzündungsaktivität bei Morbus Crohn 
Durch die endoskopische Diagnostik lässt sich zum einen das Befallsmuster (kon-

tinuierlich versus diskontinuierlich), die Ausmaße des Entzündungsherdes und die 

Aktivität (SES-CD =  Simple Endoscopic Score for Crohn´s Disease oder alternativ 

über den CDEIS = Crohn's Disease Index of Severity (114) beschreiben. Zusätz-

lich besteht die Möglichkeit Gewebeproben der entsprechenden Stellen zu ent-

nehmen, um eine pathologische Beurteilung inklusive einer Aktivitätsbeurteilung 

durchzuführen. 

Die Einteilung der Aktivität erfolgt in die vier unterschiedlichen Grade: 

1. Remission (kein Hinweis einer Entzündung bei bereits bestätigter Diagnose) 

2. Leichtgradige Entzündung 

3. Mittelgradige Entzündung und 

4. Schwergradige Entzündung.  

Objektivieren lässt sich diese Einteilung über die in Tabelle 4 auszugsweise dar-

gestellten Scoring-Systeme bestehend aus summierten Punktwerten: 

Harvey-Bradshaw-Index - Dieser Index besteht ausschließlich aus klini-

schen Variablen, wie etwa dem Allgemeinbefinden, der Stuhlfrequenz, Komplikati-

onen wie extraintestinale Manifestationen sowie Gewichtsveränderungen. 

CDAI (Crohn´s Disease Activity Index) - Neben den klinischen Variablen 

des Harvey-Bradshaw-Index wird zusätzlich der laborchemische Paramter Häma-

tokritabfall berücksichtigt. Die jeweiligen Punkte werden außerdem durch Gewich-

tungsfaktoren unterschiedlich gewichtet.  

Endoskopische Scoringssysteme - CDEIS oder der vereinfachte SES-

CED werden herangezogen, um an Hand des Aussehens der Schleimhaut und 

ihrer Kontaktvulnerabilität den Aktivitätsgrad zu beurteilen.  
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Pathologische Scoringsysteme - Die international uneinheitliche Eintei-

lung erfolgt an Hand des im Präparat vorgefundenen Zellbildes. 

Entzündungs-
grad CDAI 

Harvey-
Bradshaw-

Index 
CDEIS SES-CD 

Pathologie 
(ggf. modifiziert durch Kryptenarchi-
tekturstörung; Handhabung an der 

Universitätsmedizin Mainz) 

Remission < 150 < 5 < 3 0 – 2 normales Bild 

leichtgradig 150 - 
219 5 - 7 3 - 9 3 – 6 leichtgradiges Ödem, 

Granulozyten im Kryptenepithel 

mittelgradig 220 - 
449 8 - 16 9 - 12 7 – 15 Kryptenabszesse, 

verstärkte Entzündung 

schwergradig > 450 > 16 > 12 > 16 Ulzerationen, 
hochgradige Entzündung 

Tabelle 4     Einteilungssystem zur Beurteilung der Krankheitsaktivität bei Morbus Crohn (Auszug); 
klinische Einteilungssysteme = CDAI, Harvey-Bradshaw-Index; endoskopische Einteilungssysteme = CDEIS, 
SES-CD; das pathologische Scoring richtet sich nach den Angaben der Pathologie der Universitätsmedizin 
Mainz, da es international noch keinen klaren Score zur Klassifikation gibt . 
 

2.1.6 Therapie 
Die Therapie erfolgt auf Grundlage der zugrunde liegenden Krankheitsaktivität und 

beinhaltet eine Reduktion der Entzündungsaktivität. Dabei muss jedoch betont 

werden, dass weder medikamentöse noch chirurgische Interventionen eine kausa-

le Therapie des Morbus Crohn darstellen. Außerdem bestehen unterschiedliche 

Philosophien bezüglich der Aggressivität des therapeutischen Vorgehens in Form 

einer step-up, also einer bei fehlendem Ansprechen immer aggressiver werden-

den, versus einer top-down-Therapie, bei der ein möglichst aggressiver Therapie-

beginn mit schnellstmöglicher Einleitung einer Remission bevorzugt wird, im 

Raum. In den S3-Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Stoffwechsel- und Ver-

dauungskrankheiten wird eine step-up Therapie als Therapiehilfe empfohlen, wo-

von grobe Auszüge im Folgenden dargestellt sind: 

Bei leichter Krankheitsaktivität insbesondere im Bereich des terminalen 

Ileums kommt dabei bevorzugt Budesonid (Leitlinien: 9mg/d), also ein auf Grund 

seines hohen first pass Effektes topisch wirkendes Glucocorticoid zum Einsatz. 

Dieses ist der Behandlung mit 5-ASA, einem Amin-Derivat der Salicylsäure, über-

legen (115). 

Im Rahmen einer mittelschweren Krankheitsaktivität wird eine systemisch wirk-

same Glukokortikoidsubstitution mit Prednisolon (z.B. 1 mg/kg KG) vorgeschlagen 

(116). 



Literaturdiskussion SEITE   20 

Liegt bereits eine schwergradige Entzündungsaktivität vor, sollte bei in-

komplettem Ansprechen auf die systemische Glukokortikoidtherapie ein zusätzli-

ches Immunsuppressivum in Form von Azathioprin (6-Mercaptopurin) verabreicht 

werden. Bei Unverträglichkeiten kann auf Methotrexat zurückgegriffen werden. Ein 

weiteres hochpotentes Mittel stellt die Therapie mit Antikörpern gegen den Tumor 

Nekrose Faktor α (TNF-α) dar, worunter die Wirkstoffe Infliximab, Adalimumab und 

Certolizumab fallen. 

Konnte eine Remission erzielt werden, gilt es, diese möglichst lange auf-

recht zu erhalten. Das Rezidivrisiko beträgt dabei im ersten Jahr 30 - 60% und im 

zweiten Jahr 40 - 70 % (117). Dazu erfolgt eine langsame Dosisreduktion der Ste-

roide, wobei sich hierunter zeigt, ob ein steroidabhängiger (zwei gescheiterte Aus-

schleichversuche binnen 6 Monate) oder ein steroidunabhängiger Verlauf vorliegt. 

Generell sollten Steroide auf Grund ihrer zahlreichen Nebenwirkungen ausschließ-

lich zur Akuttherapie Anwendung finden (118) und im Rahmen der Remissionshal-

tung durch Azathioprin/6-Mercaptopurin für mindestens vier Jahre ersetzt werden 

(119). 

2.2 Colitis ulcerosa 
2.2.1 Geschichtlicher Hintergrund und Symptome 
Es wird angenommen, dass sich die „Mitteilungen“ in Form von Fallberichten von 

M. Bailles aus dem Jahre 1793 auf Patienten mit einer Colitis ulcerosa bezogen 

(6). Erst S. Wilks (1859) und ausführlicher W. Moxon (1875) lieferten detaillierte 

Beschreibungen zu der Dickdarmerkrankung, welche sie "simple ulcerative colitis" 

nannten (6). Im deutschen Sprachraum erfolgte die Einführung des Begriffes Coli-

tis ulcerosa durch Ismar Boas bei einer Patientenvorstellung im Verein für Innere 

Medizin in Berlin im Jahre 1903, wobei er gleichzeitig die Anlegung einer Zoekal-

fistel zur Ruhigstellung des betroffenen Kolonabschnittes und zur antiseptischen 

ante- sowie retrogarden Spülung mit Argentum und Jod vorschlug (120).  

Typische Symptome der Erkrankung können blutige, schleimige oder eitrige Diar-

rhöen vom oftmals links-abdominalem, kolikartigen Schmerzcharakter sein. Die 

Defäkation führt dabei zur Schmerzreduktion. Außerdem kann der entzündliche 

Prozess im Rektum eine spastische Obstipation hervorrufen. Viele der Patienten 

beschreiben eine dranghafte Defäkation (reichend von 3 - 6 Stuhlgängen pro Tag 

bis hin zu stündlichen Defäkationen auch Nachts) mit teilweise subjektiv bewerte-

ten inkompletten Stuhlentleerungen, die jedoch im Widerspruch zur abgesetzten 
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Stuhlmenge stehen (Pseudodiarrhö). Systemische Krankheitsverläufe werden mit 

Appetitsverlust, Müdigkeit, Leistungsminderung und oft mit Dehydratation einher-

gehender Gewichtsabnahme beschrieben (121). 

2.2.2 Epidemiologie und Prognose 
Wie Morbus Crohn gehört auch die Colitis ulcerosa zu einer sehr intensiv epide-

miologisch untersuchten Erkrankung aus dem Formenkreis der chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen. Daher lassen sich auch hier je nach Quelle 

unterschiedlichste Angaben finden. 

2.2.2.1 Inzidenz und Prävalenz 
In der aktuellsten Studie von Ott et al. aus dem Jahre 2008 lag die Inzidenz der 

Colitis ulcerosa in der Oberpfalz bei 3,9/105 Neuerkrankungen pro Jahr, womit 

ähnlich wie bei Morbus Crohn auch hierbei wieder der erwartete obere Inzidenzbe-

reich erreicht wurde (11). Die Daten des statistischen Bundesamtes zeigen, dass 

die Anzahl der im Krankenhaus gestellten Diagnosen einer Colitis ulcerosa mit 

15.713 im Jahr 2000, über 16.405 im Jahr 2004 auf aktuell 16.880 im Jahr 2008 

leicht angestiegen ist. Im Schnitt wurden im Jahre 2008 20 von 100.000 Patienten 

wegen einer akuten Colitis ulcerosa im Krankenhaus behandelt. Die tatsächliche 

Prävalenz lässt sich an Hand der relativ aktuellen Olmsted-Daten aus Dänemark 

auf rund 214/105 vermuten (12).  

Da Kinder immer mehr in den Fokus rücken, ist ein gesonderter Blick auf die Inzi-

denzzahlen bei diesen nötig. Obwohl es noch keine repräsentativen Untersuchun-

keine Daten  4 – 5,9 

10- 12 

6 – 7,9 

8 – 9,9 

> 12 

0- 1,9 2 – 3,9 

Abbildung 5      Weltweite Inzidenz der Colitis ulcerosa; grau = keine Daten vorhanden; hellgrün = 0 – 
1,9; dunkelgrün = 2 – 3,9; gelb = 4 – 5,9; hellorange = 6 – 7,9; dunkelorange = 8 – 9,9; pink = 10 – 12; rot > 12 
pro 100.000 Einwohner. Abbildung entnommen und modifiziert aus dem Journal of Gastroenterology 2012 (1) 
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gen derzeit gibt, zeigten die Daten aus Stockholm in den 90er Jahren einen erheb-

lichen Anstieg der Inzidenz bei Morbus Crohn, wohingegen die Inzidenz bei Colitis 

ulcerosa auf einem niedrigen Niveau von 2,2/105 Einwohner stabil blieb (14). Die 

weltweiten Daten zur Inzidenz werden in der folgenden Abbildung 5 aus dem 

"American Journal of Gastroenterology" veranschaulicht.  

2.2.2.2 Geschlechts- und Altersverteilung 
Die Daten der EC-IBD-Studie (Jahr 1996) zeigen, dass im Gegensatz zu Morbus 

Crohn Frauen tendenziell seltener von einer Colitis ulcerosa betroffen sind (Relati-

ves Risiko 0,8 für Frauen) (12). Ein weiterer Unterschied zum Morbus Crohn stellt 

ein um 5 - 10 Jahre späteres Auftreten der Colitis ulcerosa dar. Das mediane Er-

krankungsalter wird dabei mit 35 Jahren in der Literatur angegeben (122). Für 

Kinder existieren derzeit noch keine repräsentativen Untersuchungen, es liegt je-

doch nahe, dass das tatsächliche mediane Erkrankungsalter niedriger liegt. 

2.2.2.3 Verlauf und Prognose 
Auch bei der Colitis ulcerosa besteht ein erhöhtes Risiko an einem kolorektalen 

Karzinom zu erkranken. In einer Metaanalyse aus 116 Studien ergaben sich für 

das Auftreten eines kolorektalen Karzinoms Inzidenzzahlen von 2% nach 10 Jah-

ren, von 8% nach 20 Jahren und von 18% nach 30 Jahren, wobei es Unterschiede 

abhängig von der geographischen Lage (USA versus Skandinavien) gab (123). 

Weitere Komplikationen stellen das toxische Megakolon (7,9% der Patienten) (19), 

Perforationen, schwere Darmblutungen, Narbenbildungen (Strikturen), Verbindun-

gen zwischen der Körperoberfläche (äußere Fisteln) oder einem anderen Hohlor-

gan (innere Fisteln), abgekapselte Eiteransammlungen (Abszesse) sowie Entzün-

dungen der Gallenwege mit konsekutiven Leberschädigungen (3% der Patienten), 

der Augen (5-8% der Patienten) und der Gelenke ( bis zu 15% der Patienten) dar 

(124). Basierend auf den Daten der EC-IBD-Studie ergaben sich im Vergleich zur 

Kontrollgruppe für die Colitis ulcerosa in Bezug auf das 10-Jahres-Überleben kei-

ne gesteigerte Mortalität (125).  

2.2.3 Pathologie 
Wie bei Morbus Crohn geht man auch im Pathogeneseprozess der Colitis ulcero-

sa von einem multifaktoriellen Geschehen aus, welches in der Abbildung 6 darge-

stellt wird: 
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Abbildung 6     Das multifaktorielle Geschehen der Pathogenese bei Colitis ulcerosa; die Faktoren be-
einflussen sich jeweils gegenseitig und überkreuzend. Schwarz = Gene bzw. Faktoren, welche allgemein mit 
der Entwicklung einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung in Zusammenhang gebracht werden; rot = 
spezifische Veränderung für die Colitis ulcerosa; die Präsentation von Faktoren innerhalb eines gemeinsamen 
Pathways erfolgt auf einer Ebene. Die Abbildung wurde auf Grundlage der Darstellung im Review von A. 
Kaser, S. Zeissig und R. Blumberg (veröffentlicht im Annual Review of Immunology, 2010 (22)) erstellt und mit 
Daten von MG Laukoetter et al. (23), G. Roda et al. (126) und JV Limbergen et al. (24) modifiziert und er-
gänzt. 

2.2.3.1 Genetische Veränderungen 
Auch zur Colitis ulcerosa gibt es eine Vielzahl von Untersuchungen auf Genebene. 

Jedoch zeigt sich die Bedeutung der Gene bisher als weniger wichtig im Vergleich 

zum Morbus Crohn. Dieses wird auch in den von Halm et al. durchgeführten Un-

tersuchungen an Zwillingsstudien bei monozygoten Zwillingen verdeutlicht, bei 

denen sich eine Konkordanz von 4 - 7% im Vergleich zu 20 - 50% bei Morbus 

Crohn ergab (25). Dennoch wurden in einem aktuelle Review von Thompson et al. 

die bedeutenden genetischen Veränderungen bei Colitis ulcerosa mit folgenden 

Kerninhalten herausgearbeitet (127): 

Veränderungen in Regulationspathways - ARPC2 stellt ein Gen dar, des-

sen genaue Funktion noch unbekannt ist. Jedoch findet man auch Veränderungen 

in diesem Gen bei dem Wiskott-Aldrich-Syndrom, wobei es hierbei zu einer verän-

derten Regulationsfähigkeit des WAS-Proteins in der Regulation von Treg-Zellen 

kommt (128). Somit wird vermutet, dass auch bei der Colitis ulcerosa Veränderun-
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gen in diesem Gen mit Veränderungen in der Regulation von Treg-Zellen einherge-

hen. 

Störungen in der Sekretion von Proteinen - Die sekretorische Phospholi-

pase A2 (PLA2G2) ist an der Formierung von proinflammatorischen Mediatoren 

beteiligt (129) und wird im Rahmen einer Colitis ulcerosa vermehrt sezerniert. Wei-

tere Untersuchungen zu ihrer Bedeutung stehen jedoch noch aus. 

Ubiquitinierung von Proteinen - Die Gene RNF186 und OTUD3 enthalten 

Informationen, welche zur Ubiquitinierung von Proteinen nötig sind (130). Im All-

gemeinen kann somit die Regulation der Immunantwort erfolgen, etwa als negati-

ver Regulator des Transkriptionsfaktors NF-κB (131).  

Immunantwort auf endogene oder exogene Peptidantigene - Die Regu-

lierung der Peptidantigene erfolgt über Proteine, welche über HLA-Gene codiert 

sind. Bei Patienten mit höhergradigen und großflächigen Entzündungen, extrain-

testinalen Manifestationen wie Aphten, Uveitis und Arthritiden sowie bei Patienten 

mit therapierefraktären Verläufen konnte eine Assoziation zu Veränderungen des 

HLA DRB1*0103 Allels in der MHC-Region auf Chromosom 6 gezeigt werden 

(132). 

2.2.3.2 Umweltfaktoren 
Die Tabelle 5 führt die bereits unter Morbus Crohn erwähnten Risikofaktoren er-

neut auf. Jedoch ist auf die Unterschiede der Wirkung der einzelnen Faktoren auf 

die Erkrankung zu achten. Deutlich werden somit folgende Unterschiede: 

Stillen: Die Länge der Stillphase ist hierbei von zentraler Bedeutung. In ei-

ner Metaanalyse aus dem Jahre 2004 konnte gezeigt werden, dass die Mutter-

milchgabe protektiv auf die Entwicklung einer Colitis ulcerosa einwirkt (OR 0,77; 

95% KI 0,61 – 0,96) (133). Eine große Fallkontrollstudie mit einer pädiatrischen 

Population zeigte jedoch gleichzeitig eine risikoerhöhende Wirkung, wenn über 5 

Monate gestillt wurde (56).  

Appendektomie: Die Risikoreduktion eine Colitis ulcerosa zu entwickeln gilt 

nur, wenn die Appendektomie im Kinder- oder Jugendalter durchgeführt wurde 

(OR 0,31; 95% KI 0,26 – 0,37) (134). Als Hintergrund werden hierfür physiologi-

sche Mechanismen, wie etwa eine Verschiebung der Balance zwischen Helfer- 

und Suppressorzellen des darmassozierten Lymphgewebes diskutiert. 

Nikotinkonsum: Nikotin wirkt im Dickdarm im Rahmen eines Dosis-

Wirkungs-Effekt protektiv. So beträgt die OR für Raucher im Vergleich zum Nie-
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malsraucher 0,4 (95% KI 0,3 – 0,5) (135). Je mehr geraucht wurde, desto geringer 

war dabei das Erkrankungsrisiko (136). Jedoch kippt der protektive Effekt mit dem 

Zeitpunkt der Beendigung. Je mehr geraucht wurde, desto höher ist das Risiko 

unter Abstinenz an einer Colitis ulcerosa zu erkranken. Das höchste Risiko be-

steht dabei für den Exraucher im ersten Jahr der Entwöhnung und nimmt mit zu-

nehmender nikotinfreier Zeit sukzessive ab (135). Jedoch zeigen auch Exraucher 

trotz mehrjähriger Nikotinabstinenz ein signifikant erhöhtes Erkrankungsrisiko (OR 

2,1) gegenüber den Niemals- oder Nicht-Rauchern. 

Faktor Risiko Bemerkung Quelle 
Stadt-Land Gefälle neg Urbaner Wohnsitz OR 1,6 (95% CI 1,2 - 2,2)  (56) 
und Tierkontakt  prot Viehkontakt OR 0,3 (95% CI 0,1 - 0,9)  
Diätfaktoren prot Obst, Ballaststoffe, Omega-3-FS (137) 

 neg zuckerreiche, ballaststoffarme Kost  
Stillen prot 

neg 
Risikoreduktion bei Stillen mit Muttermilch 
Risikoerhöhung bei Stillen mit Säuglingsmilchnahrung 

(59) 
 

Pränatale /             früh-
kindliche Infektionen  

neg 
neg 

OR 1,6 (95% CI 1,0 - 2,4)                                            
OR 1,7 (95% CI 1,3 - 2,3) 

(60) 
 

Frühgeburtlichkeit neg OR 1,3 (95% CI 0,9 - 1,9) (60) 
Teilen eines gemein-
samen Kinderzimmers neg OR 7,1 (95% CI 1,9 - 27,4); multivariate Analyse         

für MC ohne Bedeutung 
(59) 

 

Hygiene ?  
(61) 

 

Maserninfektion ? In der Literatur widersprüchlich beschrieben, wohl eher 
kein Effekt; Rubella-Infektion vielleicht protektiv (62) 

Appendektomie prot gilt nur bei einer Durchführung im Kindes-/Jugendalter     
OR 0,31 (95% CI 0,26 - 0,37) (134) 

Rauchen prot Raucher OR 0,4 (95% CI 0,3 - 0,5) (135) 

 neg Exraucher OR 1,6 (95% CI 1,4 - 2,0)  
orale Kontrazeptiva neg kein eindeutiger Nachweis                                           

RR 1,68 (95 % CI 0,97 - 2,88) = wie bei MC (66) 

Berufliche Faktoren neg sitzende Tätigkeit, Schichtarbeit, künstliches Licht, 
weniger körperliche Arbeit (67) 

sozio-ökonomische Fak-
toren neg höheres Einkommen => höherer Inzidenz; geringere 

Bedeutung für CU (IRR 1,13; 95% CI 0,95 - 1,34)) (68) 

Psychische Faktoren ? nicht eindeutig belegt; Folge versus Ursache? (69) 

Ethnische Herkunft ? 
Untersucht: Asiaten, Europäer, Afroamerikaner in den 
USA sowie in Südafrika, jüdische Immigranten versus 
Juden in Israel 

(70) 

Tabelle 5     Risikofaktoren (= neg) und protektive (= prot) Faktoren in der Pathogenese der Colitis 
ulcerosa; Fettdruck = Hinweis für Unterschied im Risiko im Vergleich zu Morbus Crohn; OR = Odds Ratio, CI 
= Konfidenzintervall, RR = Relatives Risiko, IRR = Incidence Relative Risk 

2.2.3.3 Veränderungen der intestinalen mikrobiellen Flora 
Ähnlich wie bei Morbus Crohn lässt sich auch bei Patienten mit Colitis ulcerosa ein 

Ungleichgewicht ausgewählter Mikroorganismen vorfinden. Besonders relevant 

sind dabei Bakterien vom mukolytischen Typ wie etwa Ruminococcus gravus oder 

torques (138). Weitere Belege für den direkten Zusammenhang zwischen den in-

testinalen Bakterien und der Krankheitsentstehung von chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen werden in der Tabelle 6 zusammengefasst: 
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klinische Belege Quelle 
- Entzündungen in Bereichen der höchsten Bakterienkonzentration (73) 
- Untypische Zusammensetzung der Bakterien im Entzündungsgebiet (76) 
- Verlust der Vielfalt in der Darmflora; i.B. Reduktion der Kommensalen (139) 

- Vermehrung von Mucus- und Mucosa-assozierten Bakterien (Ruminococcus, 
Eubacterium, Fusobacterium) (140) 

- Veränderungen der intestinalen Schleimbarriere (141) 
- Probiotika verlängern Remission (142) 

experimentelle Belege 
- Darmflora zur Entzündungseinleitung in Mausmodellen benötigt (83) 
- Systemische Immundefekte können mit Darmentzündungen einhergehen 

(84) 
- Störungen des Signalweges auf bakterielle Bestandteile in Epithelzellen provozie-

ren Entzündungen (85) 
- Störungen in der Abtötung von Bakterien induzieren Entzündungen (86) 

Tabelle 6     Erkenntnisse zu mikrobiellen Veränderungen im Rahmen einer chronisch-entzündlichen 
Darmerkrankung; schwarz = sowohl bei Morbus Crohn als auch bei Colitis ulcerosa feststellbar; rot = 
prädispositionierend für Colitis ulcerosa. Die Tabelle wurde nach dem Vorbild des Reviews von R. Balfour 
Sartor (72) erstellt und modifiziert. Die Quellenangaben entsprechen den Originalquellen. 

2.2.3.4 Funktionsstörungen der Schleimhautbarriere 
Für die Barrierefunktion im Bereich der Mukosa nötige und im Zusammenhang mit 

Colitis ulcerosa oft veränderte Gene sind ECM1, CDH1, HNF4α und LAMB1. Au-

ßerdem konnte eine enge Korrelation zwischen Veränderungen im E-cadherin-
Genlocus bei Colitis ulcerosa und der Entstehung von kolorektalen Karzinomen 

herausgearbeitet werden. 

ECM1 - Dieses Gen codiert in unverändertem Zustand ein Glykoprotein (ext-

razelluläres Matrixprotein 1), welches im gesamten Intestinaltrakt vorgefunden 

werden kann und dessen Funktion zum einen die Interaktion mit der Basalmemb-

ran, die Inhibition der Matrix Metalloproteinase 9 (143) sowie eine starke Aktivie-

rung von NF-κB beinhaltet (144). In einigen kolorektalen Karzinomen konnte es 

nachgewiesen werden, so dass man es als einen Teil der molekularen Kaskade 

auf dem Weg zur Neoplasie ansieht, welche auf der Grundlage der chronischen, 

epithelialen Entzündungen im Rahmen einer Colitis ulcerosa aktiviert wird (145). 

Darüber hinaus verweist eine aktuelle Studie auf eine Assoziation zwischen Ver-

änderungen im ECM1-Gen und der Entstehung von Mama-Karzinomen (146).  

Störungen im Bereich der Zonae adhaerentes - Hintergrund ist die Codie-

rung von E-Cadherin durch das Gen CDH1, welches ein transmembranes Gly-

koprotein als Hauptkomponente von Zonae adhaerentes darstellt. Es konnte ein 

Zusammenhang zwischen gestörter Regulation der E-Cadherin-Expression und 

der Entstehung einer Colitis ulcerosa hergestellt werden (147). Zusätzlich nutzen 

Bakterien wie Bacteroides fragilis (148) sowie Pilze (Candida albicans) (149) die 
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enzymatische Zerstörung der E-Cadherine zum Aufbrechen der Zellverbindung für 

ihr eigenes Eindringen aus.  

Störungen im Bereich der epithelialen Barrierefunktion - Mit der Lokali-

sation auf Chromosom 20q13 stellt das Gen Hepatocyte nuclear factor-4α einen 

Transkriptionsfaktor dar, welcher für die Entwicklung des Gastrointestinaltraktes 

im Säuger essentiell ist (150). Neben der Embryogenese beeinflusst ein Mangel 

an HNF4α zum einen den Wnt-Signalweg, wodurch eine gesteigerte Zellprolifera-

tion im Bereich der Krypten des Dünndarms bewirkt wird. Zum anderen führt ein 

Mangel an HNF4α zu einer Störung der epithelialen Zellarchitektur und einer feh-

lerhaften Zell-Zell-Verknüpfung durch den gestörten Transport von E-Cadherin 

und der gleichzeitigen Anreicherung davon im Zytoplasma (151).  

Störungen im Bereich des basalen Zelladäsionssystem - Laminine, bei-

spielsweise codiert durch das Gen LAMB1, repräsentieren den vorherrschenden 

Anteil an Glykoproteinen in der Basalmembran und interagieren mit Integrinen. Auf 

diese Weise beeinflussen sie das Zell-Adhäsionssystem im Gastrointestinaltrakt 

und ermöglichen somit etwa die gerichtete Wanderung von weißen Blutzellen in 

Entzündungsherde (152). Proinflammatorische Zytokine wie TNF-α und IFN-γ 

steigern die Sekretion von Lamininen aus den Epithelzellen im Bereich der Kryp-

ten (153), wobei die gesteigerte Konzentration von Laminin im Serum mit der 

Krankheitsaktivität von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen korreliert 

(154). Gerade im Zusammenhang mit Colitis ulcerosa konnte ein Mangel an im-

munreaktiv produziertem Laminin im Bereich der Krypten festgestellt werden, 

wodurch die Beeinträchtigung einer regulären Barrierefunktion dargestellt wird 

(155). Weitere Untersuchungen zur Bedeutung dieser Beeinträchtigung stehen 

jedoch noch aus.  

Störungen im Bereich der mucosalen Deckschicht - Bei einer Colitis ulce-

rosa findet sich eine deutliche Reduktion an Mucus produzierenden Becherzellen. 

Dieses hat Konsequenzen, da sich im Mucus unterschiedliche Defensine befin-

den, welche an der Abwehr von Darmpathogenen beteiligt sind (156). Außerdem 

findet man biochemische Veränderungen der Mucusschicht in Form von geringe-

rer Sulfatierung und niedrigerer Schichtdicke vor (157). Als Ursache wird eine ge-

störte Differenzierung der Becherzellen angenommen (158). Die Folgen sind 

durch die gestörte Abwehrfunktion eine Übersiedlung der Mucosaschicht mit Bak-

terien und durch die Reduktion der Schichtdicke eine leichtere Penetration der 
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Mucosaschicht durch die Bakterien mit Auslösung der epithelialen Entzündungs-

reaktion. 

2.2.3.5 Dysregulation des Immunsystems 
Als eine Art Schlüssel für die intestinale Entzündung sieht man die Veränderungen 

im IL-10 Signalweg an (159), weshalb sich hieraus auch vielversprechende neue 

therapeutische Ansätze ergeben könnten. IL-10 wird unter anderem von T-

Helferzellen vom Typ 2 als antiinflammatorisches Zytokin freigesetzt, welches die 

proinflammatorische Zytokinproduktion von Th-1 Zellen (etwa TNF-α, IL-12) durch 

Aktivierung des STAT3-Signalweges supprimiert (160). An Hand von Mausmodel-

len wurde nachgewiesen, dass bei vorhandenen Darmbakterien IL-10 defiziente 

Mäuse Darmentzündungen entwickeln (161), welche nach dem Transfer von IL-10 

produzierenden T-Zellen vermieden oder geheilt werden konnten (162). In einer 

aktuellen Publikation von Glocker et al. konnte die besondere Bedeutung des IL-

10-Signalweges an Hand von Kindern mit Colitis ulcerosa zusammenfassend her-

ausgearbeitet werden (163): Hierbei wurde über Genanalysen bei Kindern mit 

schweren Verläufen einer Colitis ulcerosa Mutationen im Bereich der codierenden 

Gene des IL-10 Rezeptors (IL10RA, IL10RB, IL10R2) festgestellt. Die Folge ist 

eine reduzierte STAT3-Phosphorylierung auf IL-10 Stimulation, sowie eine ver-

mehrte Sekretion von TNF-α und anderen proinflammatorischen Zytokinen. Eine 

daraufhin bei dem am schlimmsten erkrankten Patienten durchgeführte allogene 

Stammzelltransplantation führte zur Einleitung einer Remission, welche bereits 

seit einem Jahr anhält. Desweiteren zeichnet sich Hoffnung für Patienten mit einer 

IL-10 Defizienz ohne Rezeptormutationen ab, da sich derzeit rekombinante IL-10 

produzierende Bakterien vom Lactococcus lactis-Typ in einer Phase II Studie mit 

Colitis ulcerosa Patienten befinden (164). 

Im Gegensatz zum Morbus Crohn findet man bei Colitis ulcerosa Patienten des-

weiteren niedrige Interferon-gamma und hohe Interleuktin-13 (IL-13) Werte. Ur-

sächlich hierfür ist eine atypische Immunreaktion der T-Helferzellen vom Typ 2. 

Diese werden durch unklassische, IL-13 produzierende Natürliche Killerzellen mit 

zytotoxischem Potential für Epithelzellen induziert (165). Die Folgen sind neben 

der Entzündungsreaktion die Entwicklung einer entzündungsbasierten Fibrosere-

aktion (166). Dazu wird durch IL-13 das Protein „Transformierende Wachstums-

faktor-Beta vom Typ 1“ (TGF-beta(1)) in den Makrophagen gebildet, welches an-
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schließend über Membranrezeptoren mit Serin/Threonin-Kinase-Aktivität in Zu-

sammenhang mit der Fibrosierung von Gewebe gebracht wird (167). 

2.2.3.6 Zusammenfassung 
Die Pathogenesemechanismen hinter der Colitis ulcerosa sind im Vergleich zu 

den Prozessen bei Morbus Crohn weniger genau geklärt. Dennoch lässt sich auch 

bei der Colitis ulcerosa von einer "Two-Hit-Hypothese" ausgehen, welche zum 

einen die Anfälligkeit in Form von Störungen der Abwehreigenschaften der Muco-

sa durch genetische als auch Umweltfaktoren und zum anderen den Befall mit 

mucosaschädigenden Erregern beinhaltet. Auf die Veränderungen der Darmflora 

kann des Weiteren eine unangepasste Immunantwort folgen, welche den Schwe-

regrad der Erkrankung beeinflusst.  

2.2.4 Diagnosestellung 
Die Diagnostik der Colitis ulcerosa setzt sich aus der Anamnese, den klinischen 

Manifestationen, der Erfassung von laborchemischen und mikrobiologischen Pa-

rametern, sowie sonographischen und / oder endoskopischen und / oder radiolo-

gischen Untersuchungen zusammen. 

Blutige Diarrhoen, eine erhöhte Stuhlfrequenz, vermehrter Stuhldrang mit an-

schließender Schmerzreduktion, nächtliche Defäkation, Tenesmen, das Gefühl der 

inkompletten Stuhlentleerung und Fieber stellen Leitsymptome der Colitis ulcerosa 

dar (168). Dabei lässt die Symptomatik jedoch nicht auf das zu erwartende Be-

fallsmuster schließen. Mit der laborchemischen Untersuchung sollten die Entzün-

dungsparameter (CRP oder BKS und Leukozyten), Blutbild (Hinweis auf Mangel-

erscheinungen über MCV und MCH) sowie Cholestasemarker (γ-GT, alkalische 

Phosphatase) zum rechtzeitigen Erkennen einer Primär Sklerosierenden Cholan-

gitis als Komplikation der Colitis ulcerosa bestimmt werden. Ergänzend können 

weitere Werte wie Elektrolyte, Kreatinin, Harnstoff und Folsäure erhoben werden. 

Zur Bestimmung der inflammatorischen Aktivität werden bei Kindern zusätzlich die 

Erfassung des Calprotektins (169) oder des Lactoferrins (170) aus dem Faeces 

durch die S3-Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Verdauungs- und Stoff-

wechselerkrankungen empfohlen. Eine Differenzierung zwischen infektiöser oder 

chronisch-entzündlicher Genese ist über diesen Parameter jedoch nicht möglich 

(171). Bei Patienten mit einer Colitis indeterminata kann des weiteren die Bestim-

mung von pANCA (perinukleare antineutrophile zytoplasmatische Antikörper über 

Immunfluoreszenzverfahren), ASCA (anti-Saccharomyces cerevisiae Antikörper 
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über ELISA) und PAB (Pankreasantikörper über Immunfluoreszenz) hilfreich sein, 

da bei einem Teil der Patienten positive pANCA bei negativen ASCA die Diagnose 

einer Colitis ulcerosa wahrscheinlicher machen (172). Zur initialen Diagnosestel-

lung sowie bei Verschlechterung sind mikrobiologische Untersuchungen mittels 

Stuhlkultur, Nachweis von Clostridium difficile Toxin A und CMV obligat. Ergän-

zend müssen bei Bedarf Parasiten und Amöben ausgeschlossen werden. Unab-

hängig vom Befallsmuster muss bei jedem Patienten eine Ileocoloskopie mit Biop-

sie-Entnahme aus dem terminalen Ileum und jedem Kolonsegment durchgeführt 

werden. Gerade makroskopisch unauffällige Darmabschnitte weisen histologisch 

noch Entzündungen auf, so dass endoskopisch die Krankheitsausdehnung häufig 

unterschätzt wird (173). Zur Diagnosesicherung ist desweiteren eine Kontrollendo-

skopie im Intervall notwendig. Als Technik sollten dabei hochauflösende Endosko-

pe zum Einsatz kommen, um neoplastische Veränderungen rechtzeitig erkennen 

zu können. Hilfreich kann außerdem die Verwendung von hochauflösenden Ultra-

schalls sein, an Hand derer ein erfahrener Untersucher die Längsausdehnung ei-

ner Wandinfiltration oder das Auftreten von Komplikationen beurteilen kann. 

2.2.5 Beurteilung der Entzündungsaktivität bei Colitis ulcerosa 
Zur Einschätzung der Krankheitsaktivität wurden bereits viele unterschiedliche 

Indices entwickelt von denen sich bis heute auf Grund fraglicher Reliabilität und 

Validität keiner durchgesetzt hat (vgl. Aussage der S3-Leitlinien). Bekannt sind 

dennoch der historische, leicht zu erhebende Truelove-Index, welcher sich an 

Hand klinischer und laborchemischer Parameter berechnen lässt, sowie der um-

fangreichere Rachmilewitz-Index, welcher sich aus endoskopischen, klinischen 

und laborchemischen Parameteren zusammensetzt. Zur Aktivitätsbeurteilung an 

Hand des histologischen Bildes gibt es derzeit noch kein einheitliches Schema. 

Das Schema der Pathologie der Universitätsmedizin Mainz unterscheidet jedoch 

zwischen Remission, leichtgradiger, mittelgradiger und schwergradiger Entzün-

dung. Dazu beurteilt sie beispielsweise Störungen in der Kryptenarchitektur, Kryp-

tenatrophien, Muzinverluste im Randbereich von Ulcerationen, Infiltrationsstärke 

der Mucosa durch Lymphozyten und Plasmazellen sowie deren Verteilung.  

2.2.6 Therapie 
Die Therapie der Colitis ulcerosa richtet sich nach zwei Kriterien und beinhaltet 

stets die Einleitung und Erhaltung einer Remission. Das erste Kriterium stellt die 

Krankheitsausdehnung, das zweite die Krankheitsaktivität dar.  
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Distale Kolitiden mit leichter bis mittelgradiger Aktivität werden definiert als 

Kolitiden, welche das Rektum mit variabler Ausdehnung bis zur linken Kolonflexur 

betreffen. Auf Grund der topischen Erreichbarkeit werden diese Kolitiden bei leich-

ter bis mittlerer Krankheitsaktivität auch bevorzugt topisch mittels eines Aminosali-

zylates behandelt. Die empfohlene Dosis beträgt dabei 2 - 2,4 g/d, da höhere Do-

sen keine verbesserte Wirkung aufweisen, geringere Dosen jedoch schlechter ab-

schneiden (174). Budenosid, ein Steroid, welches einem hohen First Pass Effekt 

unterliegt, kann ebenfalls verwendet werden (175). Als Darreichungsformen kom-

men bei einer Proktitis Suppositorien ansonsten Klysmen oder Schäume in Frage. 

Im Rahmen von ausgedehnten Kolitiden mit geringer bis mittelgradiger 

Entzündungsaktivität, welche über die linke Flexur hinausgehen, sollte primär eine 

orale Therapie erfolgen. Diese kann zusätzlich mit topischen Applikationen kombi-

niert werden. Auf Grund ihrer besseren Verträglichkeit sind dabei 5-

Aminosalizylate dem klassischen Sulfasalzin als Mittel bei Gelenkbeteiligung zu 

bevorzugen. Insbesondere bei fehlendem Ansprechen oder längerdauernden Ver-

lauf ist die Kombination mit oralen Steroiden trotz der Nebenwirkungen ange-

bracht. Bei Rezidivneigung hat sich die Anwendung von Azathioprin als längerfris-

tige Immunsuppression und Remissionserhaltung bewährt, wobei Azathioprin 

selbst zur Remissionseinleitung nicht geeignet ist (176).  

Handelt es sich um schwergradige oder fulminante Verläufe muss oft ei-

ne intravenöse Steroidgabe initial erfolgen. Als Kombination erfolgt häufig die Zu-

gabe von einem Antibiotikum wie Ciprofloxacin. In Rahmen von steroidrefraktären 

Verläufen kann zusätzlich der Einsatz von Cyclosporin oder Tacrolimus A erfol-

gen. Als äußert effektive Therapeutika haben sich TNF-α-Hemmer (Infliximab, 

Adalimumab, Certolizumab) gezeigt (177).  

Neben 5-Aminosalicylaten und Azathioprin als Standardtherapeutika der 

Remissionserhaltung hat sich erfolgreich eine große Bandbreite an Therapeutika 

aus der Komplementärmedizin etablieren können. Darunter fallen zum einen Pro-

biotika wie Escherichia coli Bakterien vom Stamm Nissle (Mutaflor®) (178), Hefen 

(z.B. Perenterol®), Probiotika Mischungen (z.B. VSL#3®) und Bacillus subtilis Kul-

turen als auch die Applikation von Eiern des Schweinepeitschenwurmes Trichuris 

suis (179). 
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2.3 miRNA 
2.3.1 Übersicht 
Unter dem Begriff der microRNAs (Synonyme: miRNA oder auch miR) werden 

kurze, hoch konservierte, nicht kodierende RNAs mit einer Länge zwischen 21 und 

25 nt zusammengefasst. Nachgewiesen werden konnten sie bereits in einer Viel-

zahl von Organismen, darunter auch Tieren und Pflanzen (180). Die Rolle dieser 

sehr kurzen RNAs liegt besonders in der Genregulation und ist speziell beim Gen-

Silencing-Prozess zu finden. Die Genregulation erfolgt dabei beim Metazoa durch 

die Bindung der miRNAs an die 3´ untranslatierte Region (3´-UTR) der mRNA des 

entsprechenden Zielgens. Abhängig von der Komplementarität der Bindesequenz 

und der beteiligten Proteine erfolgt entweder eine Hemmung der Translation (181-

184) oder der Abbau der entsprechenden mRNA des Zielgens durch Zerschnei-

den (185, 186). Damit übernehmen miRNAs eine wichtige Funktion nicht nur im 

Rahmen der Embryogenese (187), indem sie bei der Differenzierungen der ein-

zelnen Organe und Gewebe mitwirken, sondern auch in der Regulation von unter-

schiedlichen physiologischen Prozessen innerhalb aller Zellen (188).  

2.3.2 Erstbeschreibung, Klassifikation und Benennung 
Victor Ambros und seine Kollegen, Rosalind C. Lee und Rhonda Feinbaum, be-

schrieben 1993 erstmals eine miRNA. Während ihrer Untersuchung der Funkti-

onsweise des Gens lin-4 zur Kontrolle von unterschiedlichen postembryotischen 

Entwicklungsprozessen im Nematoden Caenorhabditis elegans stellten sie fest, 

dass nicht wie erwartet ein Protein codierte wurde, sondern dass es bei gleichzei-

tiger Überexpression des lin-4 Gens zu einem vorrübergehenden Abfall der Kon-

zentration an LIN-14-Protein kam. Dieses konnten sie durch die Identifizierung von 

zwei kurzen lin-4 Transkripten in Form von 22 und 61 Nukleotide langen RNA-

Molekülen erklären. Nach dem heutigen Kenntnisstand handelte es sich bei dem 

61 Nukleotide langen RNA-Molekül um die unreife pre-miRNA und bei dem kürze-

ren 21 Nukleotide langen RNA-Molekül um die reife und aktive miRNA. Aus-

schließlich die kleinere RNA des lin-4 Gens reguliert das Gen lin-14, indem es 

durch komplementäre antisense Basenpaarung an 7 Stellen der 3´ untranslated 

Region (UTR) die lin-14 mRNA bindet und ihre Translation hemmt (189). Die dar-

aus entstandenen, die Translation supprimierenden Komplexe aus miRNA, den 

als Cofaktoren fungierenden Argonaut-Proteinen und 3´UTR eines Gens werden 

auch als RISC (RNA induced silencing Complex) zusammengefasst (190).  
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Das lin-4 Gen liegt auch in drei anderen Arten von Fadenwürmern streng konser-

viert vor (189) und durch die Entdeckung einer weiterer miRNA im Jahre 2000 in 

Form der let-7 (lethal-7) konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Regulation 

über miRNAs nicht um ein seltenes Phänomen innerhalb der Fadenwürmer han-

delt. Bestätigend kam schließlich noch hinzu, dass die miRNA let-7 das Gen lin-41 

und hbl-1 (lin-57) reguliert und es sich bei beiden Genen um evolutionär konser-

vierte Gene handelte (191). Damit lag nahe, dass der Mechanismus der miRNA-

Regulation auch auf andere Organismen angewendet werden könnte. In den fol-

genden Jahren konnte durch die Untersuchungen der Arbeitsgruppen Tuschel et 

al., Bartel et al. und Ambros et al. an Hand von drei unterschiedlichen Organsimen 

(Drosophila (Taufliege), HeLa-Zellen (Mensch), Caenorhabditis elegans (Faden-

wurm)) die Reichhaltigkeit an kleinen RNAs aufgezeigt werden, wodurch der Na-

me miRNA im Jahre 2001 geprägt wurde (192, 193). 

Durch die inzwischen rasante Entwicklung von neuartigen Methoden zur Sequen-

zierung (194, 195) und die zielgerichtete Analyse basierend auf computerassistier-

ten Vorhersagemethoden (196, 197) konnten eine Vielzahl an kleinen RNAs iden-

tifiziert werden. Dabei definiert man heute die "small RNAs" im Eukaryonten an 

Hand des RNA induzierten "Silencing Pathway", der begrenzten Länge von 20 bis 

30 nt und die Verknüpfung mit Proteinen aus der Argonaute (Ago)-Familie. Dabei 

kann die Ago-Familie zusätzlich in zwei Untergruppen bestehend aus der Ago-

Untergruppe und der Piwi-Untergruppe aufgeteilt werden. Damit ergeben sich am 

Ende drei unterschiedliche Klassen von "small RNAs", welche im Genom von Eu-

karyonten codiert sind: 

miRNAs: Diese werden aus lokalen Haarnadeln aufgrund von intramoleku-

larer Basenpaarungen innerhalb eines Stranges von DNA, häufiger von RNA ge-

bildet. Dieses geschieht unter Beteiligung der zwei Ribonukleasen vom Typ III 

Drosha und Dicer. Reife miRNAs mit einer Länge um die 22 nt werden anschlie-

ßend durch Proteine der Ago-Untergruppe gebunden und reagieren auf diese 

Weise als post-transkriptionale Regulatoren. 

piRNAs: Sie sind mit einer Länge von 24 - 31 nt die längsten der drei 

"small RNA"-Gruppierungen. Ihre Biogenese ist von der Ribonuklease Dicer un-

abhängig. Die Namensgebung erfolgte auf Grund der Interaktion der RNA-

Moleküle mit einem Protein der Piwi-Untergruppe (Piwi-interacting RNAs, piRN-

As). Die Proteine der Piwi-Untergruppe stellen dabei evolutionär hoch konservierte 



Literaturdiskussion SEITE   34 

und bisher auf Keimzellen begrenzte (198) Proteine dar, welche eine Funktion in 

der Regulation der Teilungsrate von Keimzellen besitzen (199). piRNAs konnten 

bisher ausschließlich in den spermatogenetischen Zellen des Hodens von Säuge-

tieren festgestellt werden (200). Es besteht die These, dass sie an der Stilllegung 

von Transposons beteiligt sind, um auf diese Weise störende Einflüsse auf die 

Keimzellreifung zu reduzieren (201). Zusätzlich hat man im Rahmen von kürzlich 

durchgeführten Analysen die Annahme aufgestellt, dass miRNAs, welche mit dem 

Piwi-Protein interagieren, die Keimzellen induzieren können (202). Damit agieren 

piRNAs wie ein "Immunsystem für das Genom" (203). 

Endo-siRNA: Die endogenous small interfering RNA (auch esiRNA ge-

nannt) entstehen aus langen Doppelstrang-RNAs (dsRNAs), welche ausschließ-

lich durch die Ribonuklease Dicer geschnitten werden. Die Biogenese ist jedoch 

noch unklar und basiert auf zwei unterschiedlichen Thesen: Zum einen der spora-

disch auftretenden Antisenstranskription gegenüber der These in Form der 

Konvertierung von mRNA eines Transposons in dsRNA (203). Fest steht jedoch, 

dass das Ergebnis in Form der endo-RNA mit 21 nt etwas kürzer als eine miRNA 

ist. Ähnlich wie bei den miRNAs interagieren aber auch diese mit Proteinen der 

Ago-Untergruppe. Die Funktion entspricht einer Stilllegung von Transposons und 

ist somit "als Immunsystem des Genoms" für somatische Zellen zu sehen (203). 

Zur Identifizierung, Verifizierung und Benennung der Vielzahl an neu identifizierten 

kleine RNAs, einigten sich daher drei Arbeitsgruppen im Jahre 2003 auf zwei Ex-

pressions- und drei Entstehungskriterien (180). 

Die Benennung einer miRNA erfolgt über das Präfix „miR“ und einer einzigartigen 

Identifikationnummer (Beispiel: miR-1, miR-2, etc…). Gene, welche die miRNA 

codieren, erhalten denselben Präfix, wobei dieser nun gemäß den Vorgaben des 

jeweiligen Organismus großgeschrieben, gekoppelt oder kursiv geschrieben wer-

den kann (Beispiel: mir-1 als miRNA in der Taufliege/Fadenwurm/Mensch, oder 

MIR156 als miRNA im Reis). Am Beispiel wurde auch deutlich, dass in ihrer Se-

quenz nahezu gleiche miRNAs unabhängig vom Lebewesen die gleiche Identifika-

tionsnummer tragen können. Nahezu (Beispiel: Drosophila miR-13a und miR-13b) 

oder gar identische (Beispiel: Drosophila miR-6-1 und miR-6-2) miRNAs innerhalb 

einer Spezies erhalten ebenfalls die gleiche Nummer, werden jedoch durch einen 

Buchstaben oder einer Zahl als Suffix von einander differenziert (192). Alle miRN-

As wurden in der microRNA Database miRBase des Wellcome Trust Sanger Insti-
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tutes erfasst, welche nun durch die Faculty of Life Sciences an der University of 

Manchester fortgeführt und gepflegt wird. 

2.3.3 Lokalisation und Entstehungsmechanismen der miRNAs 
Über die Hälfte der miRNAs befindet sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu ande-

ren miRNAs. Diese geclusterten miRNAs werden als "poly-cistronic" transkribiert 

(204). Jedoch konnte an Hand von einzelnen Fällen bereits aufgezeigt werden, 

dass es auch miRNAs mit ihrem eigenen Promotor gibt, welche auch als "mono-

cistronic" transkribiert werden (204). Außerdem können die miRNAs an Hand ihrer 

Lokalisation innerhalb des Gens in vier Untergruppen unterteilt werden, was in 

Abbildung 7 veranschaulichend zusammengefasst wird: 

 
Abbildung 7     Unterschiedliche Lokalisationen der miRNAs innerhalb des menschlichen Genoms; 
Abbildung modifiziert nach Darstellungen aus Nature Reviews „Molecular Cell Biology“ und ergänzt mit Abbil-
dungen der einzelnen miRNAs der Firma Qiagen 

Der Entwicklungsprozess einer miRNA von seinem Gen zu einer reifen und aus-

führenden miRNA gliedert sich in fünf Einzelschritte (vgl Abbildung 8): 

Transkription: Die meisten miRNAs werden über eine Typ II RNA Poly-

merase (Pol II) transkribiert (205), an deren 5´-Ende eine 7-methyl-guanylierte 

Kappenstruktur (m7G-cap) und an deren 3´-Ende ein Poly-A-Schwanz (AAAA) 

angefügt wird. Jedoch wurde für einzelne miRNAs auch bereits von einer Tran-

skription durch die RNA Polymerase III berichtet (206). Das Ergebnis bleibt jeweils 

in Form einer pri-miRNA gleich, welche mehrere Kilobasen lang und Haarnadel-

förmig konfiguriert ist. Dabei können mehrere Schleifen in dieser vorhanden sein. 

Die Regulation der Transkription erfolgt über eine Reihe von RNA-Polymerase II 

abhängigen Transkriptionsfaktoren, worunter zum Beispiel STAT3, HIF, p53 oder 

E2F3 zu nennen sind (207). 

Processing: miRNAs, welche aus einem Exon entstammen, werden nun 

von einem Microprocessor innerhalb des Zellkerns übernommen und prozessiert. 
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Der Microprocessor setzt sich dabei aus der Typ III RNAse Drosha (208) und dem 

Cofactor DGCR8 (im Menschen) zusammen (209, 210). Dabei wird ein Großteil 

des basalen Überhangs inklusive der m7G-Kappenstruktur und des Poly-A-

Schwanzes entfernt, wodurch die pre-miRNA entsteht (204). Alternativ zu diesem 

Weg, gibt es jedoch noch zwei weitere Pathways, welche speziell für in einem Int-

ron lokalisierte miRNAs gelten: 

Im Microprocessor-Pathway (211, 212) bildet der bereits beschriebene Micropro-

cessor, bestehend aus Drosha und dem Cofaktor DGCR8, mit der Polymerase II 

und einem Spliceosom eine Einheit. Mit der Aktivierung des Mikroprocessors wird 

somit noch im Prozess der Transkription die pri-miRNA gebildet, wobei ihre Über-

hänge dem Spliceosom erhalten bleiben. 

Der Mirtron-Pathway (213, 214) wird nur für die Herstellung von vereinzelten miR-

NAs innerhalb von kurzen Introns in Anspruch genommen, wobei die Typ III RNA-

se Drosha dabei umgangen wird. Im Rahmen des Splicens wird eine lassoförmige, 

miRNA-ähnliche RNA gebildet, welches auf noch unbekanntem Wege direkt zu 

einer pre-miRNA rekonfiguriert werden kann. Kommt es jedoch im Rahmen des 

Rekonfigurationsprozesses zur Bildung eines Überhanges an RNA, so muss die-

ser Überhang in einem weiteren Schritt abgeschnitten ("getrimmt") werden, um 

letzten Endes eine pre-miRNA auszubilden. 

Transport: Der Transport der gebildeten pre-miRNAs aus dem Nucleus in 

das Zytoplasma erfolgt über das Protein Exportin-5 (215) mit dem Cofactor Ran 

(216), welcher durch die Hydrolyse von dem an ihm gebundenen Guadenosin-tri-

Phosphat die dafür notwendige Energie liefert. 

Reifung: Im Zytoplasma angekommen, erfolgt eine weitere enzymatische 

Hydrolyse durch die Ribonuklease Dicer (217), welche ebenfalls zu den Typ III 

RNasen gehört. Dabei wird die Haarnadelstruktur der pre-miRNA aufgelöst und 

das von der RNase Drosha nicht beschnittene Ende gekürzt. Obwohl Dicer unab-

hängig von Cofactoren arbeiten kann, bildet es einen Komplex mit verschiedenen 

Cofaktoren wie Ago 1-4 (218), TRBP (219) und / oder PACT (220) aus. 

Beladung des Ago-Proteins: Die Bedeutung der Cofaktoren liegt in der 

Ausbildung der regulierenden Endstufe in der miRNA-Genese: dem „induced 

silencing Complex“ (miRISC) (221). Nachdem durch die Helicase A (222) die dop-

pelsträngige miRNA entwunden wurde, wird eine Strangseite in ein Ago-Protein 

der Klasse 1-4 inkorporiert. Auf diese Weise wird für die meisten miRNAs auch 
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eine deutlich verlängerte Halbwertszeit von über 12 Stunden erreicht (223). Die zu 

inkorporierende Stranghälfte wird an Hand der thermodynamischen Stabilität sei-

ner Enden gewählt (224). Die andere Stranghälfte wird über derzeit noch unbe-

kannte Nucleasen abgebaut. Im Folgenden kommt es zur Vervollständigung des 

miRISC durch Assoziation von unterschiedlichen Faktoren, wie etwa eIF6 an 

TRBP und Gemin 3 (181). Die Wirkung der miRNAs wird über die inkomplette Ba-

senpaarung des inkorporierten miRNA-Führungstranges mit der Ziel-mRNA entfal-

tet. Die Sequenzspezifität ergibt sich dabei aus der "Seed Sequence", welche 

durch die Nukleotide 2-8 am 5´-Ende dargestellt wird (225). Daraus ergibt sich 

auch, dass eine miRNA dazu befähigt ist, auf mehrere mRNAs mit der entspre-

chenden 3´-untranslated Region (UTR) einzuwirken. Computerbasierte Analysen 

legen dabei nahe, dass circa 30% der proteinkodierenden Gene im Menschen auf 

diese Weise durch miRNAs reguliert werden könnten (226).  

 
Abbildung 8     Biogenese der miRNAs im Nukleus; Abbildung entstand aus unterschiedlichen Veröffentli-
chungen, welche im Text näher beschrieben werden. 
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2.3.4 Wirkungsweise 
Über die Ausbildung des miRISC-Komplexes haben miRNAs unterschiedliche 

Möglichkeiten, auf die Proteinsynthese einzuwirken (227). Dabei ist bereits mehr-

fach belegt, dass sie entweder an der Induktion zum Abbau der Ziel-mRNA betei-

ligt sind, oder die Translation dieser hemmen können. Außerdem kann die Ziel-

mRNA über die miRNAs in Lagerkompartimente, wie etwa P-Körperchen, über-

führt werden. Der Abbau der Ziel-mRNA über Deadenylierung, Entfernung der 

Cap-Struktur und Abbau von 5´-> 3`-Ende über eine Exonuklease gilt dabei als 

gesichert (185). Im Gegensatz dazu fehlt auf Grund unterschiedlicher teilweise 

widersprüchlicher Ergebnisse von unterschiedlichen Forschungsgruppen eine Ei-

nigung, ob miRNAs die Translation auf Höhe der Initiation, während der Translati-

on oder zu beiden Zeitpunkten hemmen können (vgl. hierzu Reviews (227, 228)). 

In Abbildung 9 werden alle, bisher experimentell identifizierten Möglichkeiten der 

hemmenden mRNA-Beeinflussung zusammengefasst. 

Abbildung 9-I: Deadenylierung und Abbau: Für diesen Prozess wird ne-

ben der miRNA das Ago-Protein und GW182 (Synonym: TRC6a; trinucleotide 

repeat containing 6 protein) als Bestandteile des miRISC benötigt. Durch das Pro-

tein GW182 wird ein Deadenylase-Komplex akquiriert (CCR4-NOT1), welcher den 

Poly(A)-Schwanz der mRNA abbaut (185). Im Anschluss wird die mRNA entweder 

über die Exosomen und ihre Cofaktoren am 3´-Ende beginnend zerstört, oder es 

erfolgt die Entfernung der m7G-Kappe am 5´-Ende durch den DCP1-DCP2 decap-

ping complex und der 5´-> 3´-Abbau durch die Exonuklease Xrn1 (186).  

Eine weitere Wirkungsweise stellt die Hemmung der Initiation der Trans-
lation dar (Abbildung 9-II): Dieses kann über zwei unterschiedliche Mechanismen 

erfolgen. Zum einen existiert im Ago2-Protein des miRISC ein "cap-binding motif" 

(MC), welches dem "translation initiation factor" eIF4E ähnlich ist. Die Folge ist die 

direkte Bindung und Blockade der mRNA-Kappen-Struktur mit Ago2 (182). Der 

andere Mechanismus ist die Blockade der Vereinigung der 80S-Untereinheit mit 

der 60S-Untereinheit der Ribosomen. Diese Blockade erfolgt über eIF6 (eukaryotic 

translation initiation factor 6), welches an TRBP des miRISC bindet (219).  

Der dritte Weg stellt die Hemmung der Translation nach ihrem Beginn 

dar (Abbildung 9-III): Dieser Weg ist noch weitestgehend unerforscht. Aus poly-

somalen Sedimentationsanalysen (229), der Beobachtung, dass unterschiedliche 

miRNAs mit polysomalen Einheiten assoziiert vorlagen (230) und aus der Feststel-
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lung, dass die Hemmung auch dann auftritt, wenn die Translation auf Grund von 

"internal ribosome entry sites" (IRES) unabhängig von Initiationsfaktoren auftritt 

(183), wurde darauf geschlossen, dass die Translation nach ihrem Beginn ange-

halten und die Fertigstellung des Proteins verhindert wird. Als mögliche Erklä-

rungsansätze dafür lassen sich ein vorzeitiger Ribosomen-Abgang auf Grund der 

Blockade der Polypeptidketten-Entstehung (183) als auch die Rekrutierung von 

proteolytischen Enzymen zum vorzeitigen Abbau der entstehenden Polypeptidket-

te finden (184). 

Lokalisationsanalysen haben gezeigt, dass die in der Translation supprimierte 

mRNA letzten Endes zum Abbau sowie zur Aufbewahrung in Zellkompartimente 

wie P-Körperchen (Synonym: GW- oder P-bodies, Processing bodies) (231), 

Stressgranulas (232), Endosomen und endosomale Kompartimente mit einem 

multivesikulären Aussehen (MVBs, multivesicular bodies) (233) überführt werden 

können. 

Entgegen der primären Funktion der Translationshemmung können miRNAs unter 

bestimmten Umständen die Translation von mRNAs auch fördern. So konnte 

gezeigt werden, dass miRNAs in proliferierenden Zellen die Translation hemmt, in 

Zellen, welche sich in der G0- oder in der G1-Phase des Zellzyklus befinden, die-

se jedoch steigert (234). Auch als Antwort auf zellulären Stress oder Mangelver-

sorgung erfolgt eine Steigerung der Translation durch die miRNAs (235), indem 

sie an die 5´- UTR von Ribosomen- und Translationsfaktoren-codierenden mRNAs 

binden. Eine Bindung von miRNAs an die 3´-UTR hat jedoch wiederum eine 

Hemmung der Translation zur Folge. 
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Abbildung 9     Biogenese (II) und Funktion der miRNAs; dargestellt werden die im Text beschriebenen 
drei unterschiedlichen Wege (9-I, 9-II, 9-III) der miRNA-Funktion.  

2.3.5 Klinische Relevanz und Visionen 
Durch Expressionsanalysen in unterschiedlichen Geweben konnten bereits Ver-

änderungen in einer Vielzahl von pathologischen Prozessen nachgewiesen wer-

den. Dadurch zeigte sich, dass die Fehlregulation von miRNAs an der Pathologie 

von Tumoren (236) beteiligt ist. Auch Viren nutzen die miRNAs ihrer Wirte, um 

damit ihre eigene Virulenz durch Verbesserung der Produktion und der mRNA 

Stabilität zu ermöglichen (237). So konnte bewiesen werden, dass die miR-122 bei 

der chronischen Hepatitis C von entscheidender Bedeutung ist, um die Vermeh-

rung des Hepatitis C Virus zu ermöglichen (238) und es konnten neue therapeuti-

sche Strategien erarbeitet werden, welche schon bald im klinischen Alltag von be-

sonderer Bedeutung sein könnten: In der Veröffentlichung von Robert Lanford et 

al. im Januar 2010 (239) wurden etwa Schimpansen, welche an einer chronischen 

Hepatitis C-Infektion litten, mit LNAs (locked nucleid acids) behandelt, welche 

komplementär zur miR-122 wirkten und diese blockierten. LNAs stellen dabei 

verbrückte Nukleinsäuren dar, deren Zuckeranteil chemisch modifiziert wurde und 

stabiler als normale Nukleinsäuren sind. Auf Grund dieser Therapie konnte gezeigt 

werden, dass die Replikation des Hepatitis C-Virus lang anhaltend supprimiert 

werden konnte und die Virulenz deutlich abnahm. Dabei traten weder uner-
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wünschten Reaktionen noch Resistenzen auf. Auch histologische Veränderungen 

der Leber auf Grund der Infektion konnten unter der Therapie deutlich reduziert 

werden.  

miRNAs zeigen des weiteren einzigartige Expressionsprofile in Zellen des angebo-

renen wie auch erworbenen Immunsystems auf und nehmen dabei eine grundle-

gende Rolle in der Regulation, sowohl der Zell-Entwicklung als auch der Funktion, 

ein (240, 241). Sie tragen entscheidend dazu bei, die Entstehung einer Autoim-

munität zu verhindern, indem sie: 

• Die Genexpression etwa von "inducible T cell co-stimulatores (ICOS)" regu-

lieren, welche in enger Bandbreite für eine Aufrechterhaltung der adäqua-

ten T-Zell-Antwort benötigt werden (242). 

• Die Selektion von T-Zellen im Thymusgewebe überwachen, indem sie auf 

die Bindungsstärke der T-Zellen mit den MHC-Molekülen bei der positiven 

wie negativen Selektion einwirken (243). 

• Die Funktion von regulierenden T-Zellen (Treg) aufrechterhalten (244). 

• Die Immunantwort und Entzündungsaktivität über einen negativen Feed-

back-Mechanismus drosseln (245). 

Ein Zusammenhang von das Immunsystem einbindenden Erkrankungen - wie et-

wa Autoimmunerkrankungen (246), worunter auch die chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen fallen (247) - konnte mit der abweichenden Expression von 

miRNAs aufgezeigt werden.  

Zusammenfassend liefert die Untersuchung des Expressionsverhaltens von miR-

NAs in Abhängigkeit des Gewebes und der Erkrankung, die Grundlage zu einem 

tiefergehenden Verständnis der zu Grunde liegenden Pathogenesemechanismen, 

mit dem Ziel, spezifischere therapeutischen Maßnahmen bei viralen (248), bakte-

riellen (249), karzinogenen oder autoimmunen Erkrankungsprozessen zu entwi-

ckeln (250). 
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3 Material und Methodik 

Das Patientenkollektiv wurde in den Jahren 2008/2009 im Rahmen einer medizi-

nisch indizierten endoskopischen Untersuchung an der I. Medizinischen Klinik der 

Universitätsmedizin Mainz (Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Peter R. Galle) unter 

Wahrung der Vorgaben des lokalen Ethikkomitees erfasst. Die experimentellen 

Auswertungen erfolgten in den Jahren 2008 bis 2009 am Institut für Molekularme-

dizin der Universitätsmedizin Mainz (Leiter: Univ.-Prof. Dr. med. Markus F. Neu-

rath). 

3.1 Materialien 
3.1.1 Geräte 

Gerät Hersteller  
MacBook Pro Apple USA 

Medion MAM2150 Notebook PC Medion,  Deutschland 

PCR PeqLab;  Deutschland 

Echtzeit-PCR (iCycler) BioRad; München Deutschland 

Spektrophotometer (ND-1000 UV/Vis) NanoDrop; USA 

Tissue Lyser (MM300) Retsch; Haan Deutschland 

Tabelle 7     Geräte 

 

3.1.2 Software 
Programm Hersteller  

Adobe Illustrator CS 3 (V 13.0.0) Adobe Systems Inc.;  USA 
Cytoscape (V 2.8.2) for Mac 
ClueGO (V 1.4), plug-in for Mac 
EndNote 5X for Mac 

Open source 
Open source 
The Thompson Corporation 

USA 
USA 
USA 

Excel 2011 for Mac Microsoft; Unterschleißheim Deutschland 

SPSS 12.0 für Windows SPSS Inc.; Chicago USA 

SQLight Hawaci; Charlotte, NC28269 USA 

Word 2011 for Mac Microsoft; Unterschleißheim Deutschland 
Tabelle 8     Software 

 

3.1.3 Datenbanken 
Datenbank Internet-Adresse 

Gene Ontology http://www.geneontology.org/ 

miRBase: the microRNA database http://www.mirbase.org/ 

Protein Knowledgebase UniProtKB http://www.uniprot.org/ 

PubMed Medline http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?otool=hebis 

Tabelle 9     Datenbanken 
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3.1.4 Chemikalien und Biochemikalien 

Chemikalie Hersteller  

Aqua Dest Braun; Melsungen Deutschland 

Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe Deutschland 

Ethanol unvergällt Carl Roth; Karlsruhe Deutschland 
Ethylalkohol vergällt Martin & Werner Mundo OHG; Kost-

heim 
Deutschland 

Fluorescein Calibration Dye 1mM in DSMO BioRad;   

Flüssigstickstoff Linde AG; Mainz-Kostheim Deutschland 

QIAzol Lysis Reagent 50 mL QIAGEN; Maryland,  USA 

RNAlater RNA Stabilisation Reagent QIAGEN; Hilden Deutschland 

RNAse free Water QIAGEN GmbH; Hilden Deutschland 

Trichlormethan/Chloroform Carl Roth; Karlsruhe Deutschland 
Tabelle 10     Chemikalien und Biochemikalien 

 

3.1.5 Puffer 

Puffer Hersteller  

Buffer RPE QIAGEN GmbH; Hilden Deutschland 

Buffer RWT QIAGEN GmbH; Hilden Deutschland 

TRIS Buffer Carl Roth; Karlsruhe Deutschland 
Tabelle 11     Puffer 

 

3.1.6 Enzyme 

Enzym Hersteller  

DNAse free QIAGEN GmbH; Hilden Deutschland 
Tabelle 12     Enzyme 

 

3.1.7 Analyse-Kits 

Kit Hersteller  

miRNeasy Mini Kit (50) QIAGEN; Hilden Deutschland 
miScript Reverse Transcriptionase Kit (50) QIAGEN; Hilden Deutschland 

miScript SYBR Green PCR Kit QIAGEN; Hilden Deutschland 

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix Sigma-Aldrich; Saint Louis  USA 
Tabelle 13     Analyse-Kits 
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3.1.8 Primer 
miRNA-Primer Sequenz Chromosom 

led-7d_2 5'AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU  

miR-15a_1 5'UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG 13q14.2 

miR-18a_1 5'UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG 13q31.3 

miR-19a_1 5'UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA 13q31.3 

miR-19b_1 5'UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA 13q31.3 

miR-22_1 5'AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU 17p13.3 

miR-30e_1 5'UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG 1p34.2 

miR-101_3 5'UACAGUACUGUGAUAACUGAA 1p31.3 

miR-141_1 5'UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG 12p13.31 

miR-185_1 5'UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA 22q11.21 

miR-374b_1 5'AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG Xq13.2 

miR-424_1 5'CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA Xq26.3 

RNU6B_2 1'CTGCGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCC
ATATTTTT 10p13 

Tabelle 14     Primer; alle Primer stammen von der Firma QIAGEN (Hilden). Die RNU-6b stellt dabei den 
Primer für das Referenzgen dar 

3.2 Methodik 
3.2.1 Datenerfassung 
Zur einheitlichen Datenerfassung wurde ein standardisierter Erhebungsbogen in 

Form einer Excel-Tabelle (Version Excel 2007) erstellt. Im Rahmen dieses Erfas-

sungsbogens wurden anonymisiert Daten zu Geschlecht, Alter, Art der Erkran-

kung, Erstdiagnose der Erkrankung, Therapie zum Zeitpunkt der Untersuchung, 

Lokalisation des gewonnenen Biopsiematerials sowie die Aktivität (gesund versus 

entzündet) registriert. Die Therapien wurden dabei in mehrere Kategorien geglie-

dert. Diese setzten sich folgendermaßen zusammen (Tabelle 15): 

Therapeutikaklassen Wirkstoffe 

Salazine Mesalazin, Sulfasalazin 
Antibiotika Metronidazol, Ciprofloxacin 
Kortikosteroide 6-Methylprednisolon, Prednisolon, Budenosid 
Immunmodulatoren Methotrexat, Ciclosporin A, Azathioprin, 6-Mercaptopurin 
Biologics Tacrolimus, Infliximab, Natalizumab 

Tabelle 15     Zuordnung der erfassten Wirkstoffe in Therapeutikaklassen 

Angaben zur aktuellen Therapie sowie zur Erstdiagnose konnten jedoch nicht im-

mer nachvollzogen werden. Der Schweregrad der Entzündung wurde sowohl an 

Hand eines endoskopischen Gradings also auch an Hand des in Mainz bestehen-

den histologischen Gradings gemäß der Angaben der Pathologen erfasst. Das 

pathologische Grading basiert auf den hauseigenen Standards. Berücksichtigt 
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wurden mehrere Parameter, darunter unter anderem der Schweregrad der Epithe-

linvasion und die Anzahl an segmentkernigen Granulozyten. Die Angaben zur Art 

der Erkrankung und der Aktivität des Gewebes wurden mit dem histologischen 

Ergebnis verglichen und gemäß diesem korrigiert. Die Daten aus dem Erfas-

sungsbogen wurden in das Statistikprogramm SPSS (Version 12.0) überführt, neu 

verschlüsselt und ausgewertet. 

3.2.2 Biopsiematerial 
Alle Biopsien stammen aus dem Bereich zwischen dem terminalen Ileum und dem 

Rektum. Die Materialentnahme war dabei jeweils klinisch notwendig und erfolgte 

bei bestehender Indikation gemäß der aktuellen Empfehlung als Stufenbiopsie. 

Die Entnahmeorte für die Biopsien wurden abhängig vom Untersucher und vom 

klinischen Bild während der endoskopischen Untersuchung gewählt. Alle Biopsien 

wurden stets an die Pathologie weitergeleitet, wobei abhängig vom endoskopi-

schen Entzündungsbild und ihrer Lokalisation bei einigen Biopsien zuvor ein klei-

ner Gewebsanteil für die Analyse der Expressionsdaten abgetrennt wurde. Be-

sondere Präferenz der analysierten Biopsien galt dem Rektum als Kontrolle für die 

Colitis ulcerosa, dem Colon transversum als „Mitte des Darmes“, sowie dem ter-

minalen Ileum als Kontrolle der Morbus Crohn-Gruppe. Zum Vergleich des Ex-

pressionsverhaltens wurden, insofern vorhanden, sowohl Biopsieanteile aus den 

entzündeten Areal als auch aus den nicht-entzündlichen Areal analysiert. 

3.2.3 Konservierung, Transport und Lagerung des Gewebematerials 
Alle Biopsieanteile wurden sofort nach Extraktion in vorbereitete 2 mL CryoTubes 

Vials (Nunc; Roskilde, Dänemark) mit jeweils 2 mL RNAlater Stabilisation Reagent 

(QIAGEN; Hilden) überführt. Auf diese Weise konnten die Biopsien bei Raumtem-

peratur (15-25°C) für bis zu 7 Tage konserviert werden, ohne Gefahr einer qualita-

tiven und quantitativen RNA Beeinträchtigung. Für gewöhnlich wurden alle Biop-

sieanteile noch am selben Tag weiterverarbeitet. Dazu wurden sie bei ausreichen-

der Gewebegröße in zwei Teile geteilt. Der erste Anteil wurde gemäß dem Proto-

koll des miRNAeasy Mini Handbook der Firma QIAGEN (Hilden) lysiert und die 

TotalRNA isoliert (siehe unten). Der zweite Anteil wurde über Nacht in dem 

RNAlater Stabilisation Reagent bei 2-8°C inkubiert. Die Überführung in ein neues 

CryoTubes Vials ohne RNAlater Stabilisation Reagent erfolgte am nächsten Tag. 

Diese Probe wurde bei -80°C eingefroren. 
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3.2.4 Experimentelles Modell 
3.2.4.1 Allgemeine Anmerkungen zum Umgang mit RNA 
Ribonukleasen sind sehr stabile und aktive Enzyme, welche unabhängig von 

Cofaktoren arbeiten können und RNA zersetzen. Dabei reichen bereits kleinste 

Mengen dieses ubiquitär vorkommenden Enzymes aus, um RNA abzubauen. Ein 

weiteres Problem stellen Kontaminationen etwa durch Proteine oder DNA dar, 

welche im Rahmen einer RealTime-PCR-Analyse zu verfälschten Ergebnissen 

führen. 

Um einem vorzeitigen Abbau entgegenzuwirken und Kontaminationen bestmöglich 

zu vermeiden, sind besondere Anforderungen an den Arbeitsplatz notwendig, wel-

che folgendermaßen umgesetzt wurden: 

• Schaffen eines Rein-Arbeitsplatzes unter einer Flow durch ausgiebige Desin-

fektion und Behandlung mit DNAseFree-Solution, welche laut den Angaben 

des Herstellers ebenfalls RNAsen deaktiviert. 

• Vor Gebrauch Behandlung der Pipetten und der benutzten Gebrauchsgüter 

mit DNAseFree-Solution. 

• Verwendung von RNAse freien Lösungen und Kits (alle verwendeten Lösun-

gen der Firma QIAGEN sind gemäß dem Hersteller RNAse frei). 

• Ausspülen von Gefäßen mit Chloroform zur Deaktivierung von RNAse. 

• Tragen von Handschuhen zur Vermeidung von Kontaminationen durch die 

Haut, verbunden mit einem Wechsel von diesen pro Arbeitsschritt. 

• Pipettieren der Reaktionssätze auf Eis. 

• Öffnung der Reaktionsgefässe nur bei Bedarf mit sofortigem Verschluss da-

nach. 

• Während der TotalRNA-Isolation zusätzliche Durchführung einer DNAse-

Digestion. 

Die Effektivität dieser Maßnahmen konnte an Hand einer spektrophotomertischen 

Analyse der isolierten TotalRNA mit Hilfe des Spektrophotometers ND-1000 

UV/Vis (Firma: NanoDrop; US) wie im Kapitel 3.2.4.3. beschrieben untersucht 

werden. 

3.2.4.2 Präparationsverfahren zur Gewinnung der TotalRNA 
Die Isolation der TotalRNA und somit auch der miRNA erfolgte gemäß des Proto-

kolls des Herstellers in 3 Phasen mit insgesamt 27 Einzelschritten (miRNeasy Mini 

Handbook, QIAGEN; Hilden). Zusätzlich wurde das Protokoll durch einen DNA-
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Verdau mit dem Enzym DNAse bei der Hälfte der Proben ergänzt. Der DNA-

Verdau wurde im weiteren Verlauf unterlassen, da es dadurch zu keiner Qualitäts-

steigerung der TotalRNA-Isolation kam. Das Grundprinzip der TotalRNA Isolation 

beruht dabei auf einer kombinierten phenol/guanidin-thiozyanat basierten Zelllyse 

(Qiazol Lysis Reagent, QIAGEN; Hilden) sowie einer speziellen Silikat-

Filtermembran (RNeasy mini spin column, QIAGEN; Hilden). Um eine Überladung 

und somit Verstopfung der Silikatmembran zu vermeiden, wurden jeweils annä-

hernd gleich große Biopsiemengen von rund 10 mg Gewebe verwendet. 

Das Ziel der ersten Phase stellte die Auflösung des Zellverbandes sowie der Zell-

membranen dar, so dass am Ende eine wässrige Lösung aus Zellbestandteilen, 

Proteinen, DNA und RNA resultierte. Dazu wurden jeweils ca. 10 mg Gewebe, 700 

µL Qiazol Lysis Reagent, sowie eine 500 mg schwere Metallkugel (QIAGEN; Hil-

den) in ein 2 mL Reaktionsgefäß (Eppendorf; Hamburg) gegeben. Die eigentliche 

Lyse erfolgte mit dem Tissue Lyser MM300 (Retsch; Haan) in zwei Durchläufen 

bei 2 Minuten à 20 Hz. 

In der zweiten Phase musste nun die TotalRNA in dem Homogenat von DNA und 

Proteinen getrennt werden. Dazu wurde das Homogenat durch Zugabe von 140 

µL Chloroform, kräftiges Schütteln für 15 Sekunden, ruhen lassen (3 Minuten bei 

Raumtemperatur) und anschließender Zentrifugation bei 4°C für 15 Minuten bei 

12.000x g (Eppendorf; Hamburg) in 3 Phasen aufgeteilt. 

1. Wässrige Phase:  beinhaltet die TotalRNA 

2. Weiße Interphase: bestehend aus DNA und kleineren Proteinen 

3. Rote organische Phase: insbesondere Proteinen 

Durch alleinige Überführung der wässrigen Phase (ca. 350 µL) in ein neues Reak-

tionsgefäß und Zugabe von 525 µL 100% Ethanol konnte bereits sehr spezifisch 

RNA isoliert und optimale Bedingungen für alle RNA Moleküle mit einer Länge von 

maximal 18 Nukleotiden geschaffen werden. Dieses Gemisch aus Ethanol und 

Nukleotiden wurde in zwei Etappen à 450 µL auf die Silikat-Filtermembran 

(RNeasy mini spin column, QIAGEN; Hilden) pipettiert und bei 10.000facher Erd-

anziehungskraft zentrifugiert. Durch die Filtermembran wurde die TotalRNA ge-

bunden, während Phenol und Verunreinigungen wie etwa DNA oder kleinere Pro-

teine ausgewaschen wurden. Bei der Hälfte der Proben wurde an diesem Punkt 

auch ein DNAse Verdau auf der Filtermembran durchgeführt. Dazu wurde nach 

Waschung mit 350 µL RWT-Puffer 10 µL DNAse I (3 Kunitz Units/ µL RNAse frei-
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es Wasser) in 70 µL RDD-Puffer auf die Filtermembranmitte gegeben. Nach einer 

Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur erfolgte eine Spülung mit weite-

ren 350 µL RWT-Puffer bei 12.000 rpm. 

In der letzten Phase wurde die hoch aufgereinigte TotalRNA von der Filtermemb-

ran in RNAse freies Wasser überführt. Dazu wurde zu Beginn die Filtermembran 

zweimal mit jeweils 500 µL RPE-Puffer gewaschen und bei 12.000 rpm zentrifu-

giert. Durch die Zugabe des RPE-Puffers wurde die Filtermembran von möglichen 

Verunreinigungen gereinigt. Die endgültige Isolation der TotalRNA erfolgte durch 

zweimalige Zugabe von 30 µL RNAse freiem H2O und Zentrifugation für eine Mi-

nute bei 12.000 rpm. 

3.2.4.3 TotalRNA-Analyse 
Mit Hilfe des Spektrophotometer ND-1000 UV/Vis (Firma: NanoDrop; US) konnte 

die Konzentration an isolierter TotalRNA in ng/mL durch Absorption bei 260 nm 

(A260) nach jeder RNA-Isolation bestimmt werden. Eine Nullnivelierung (blank) 

wurde mit 1 µL RNAse free Water zu Beginn einer Messung durchgeführt. Die 

Messung erfolgte stets bei Raumtemperatur. Jede Probe wurde zweimal mit je-

weils 1 µL von der gewonnen TotalRNA auf ihre Konzentration bestimmt. Außer-

dem konnte die Qualität der TotalRNA Isolation an Hand der folgenden Parameter 

ermittelt werden: 

A260 > 0,15 Angaben, ob signifikante Mengen an RNA vorhanden sind 

A260/A280 > 1,9 – 2,1 

(pH = 7,0) 

Abschätzung des Reinheitsgades an RNA 

Bei einem Absorptionsquotienten zwischen 1,9 und 2,1 bei einem pH von 

7,0 kann von einer sauberen RNA (A260) Isolation mit geringgradiger Verun-

reinigung durch Proteine (A280) ausgegangen werden 

A260/A230 
Abschätzung des Reinheitsgrades an RNA und des Grades an Verunreini-

gung durch DNA (A230) 

Tabelle 16     Parameter zur photospektrometrischen Beurteilung der Reinheit einer miRNA-Isolation; 
Absorptionsspektren: 230 nm = DNA; 260 nm = RNA; 280 nm = Proteine 

3.2.4.4 Herstellung von cDNA 
Eine Besonderheit der miRNA Analyse stellt die Tatsache der nur sehr kurzen 

Nukleotidlängen von 21- 25 nt dar. Im Gegensatz zu mRNA sind miRNAs natur-

gemäß nicht polyadenyliert. Daher brauchen sie einen initialen Poly(A)-Schwanz, 

an welchem der Oligonukleotidprimer binden und die reverse Transkription zur 

DNA einleiten kann. Das Anfügen des Poly(A)-Schwanzes erfolgt über das Enzym 

Poly(A)-Polymerase. An das so erzeugte Poly(A)-Ende kann nun ein spezieller 
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Oligonukleotidprimer mit einer universalen Bindungssequenz an seinem 5´-Ende 

binden und die reife miRNA in cDNA inklusiv Poly(A)-Schwanz umschreiben. Im 

weiteren Verlauf findet erst die eigentliche Amplifikation statt, da nun die spezifi-

schen Primer an die so entstandene cDNA binden und amplifizieren können (Ab-

bildung 10). 

Eine weitere Besonderheit stellt die besonders hohe Gefahr des RNA-Abbaus dar. 

Aus diesem Grund wurden alle Einzelschritte auf Eis vollzogen und die aufgerei-

nigte RNA erst im letzten Schritt zugefügt. Des Weiteren wurde darauf geachtet, 

die Bedingungen für jede Probe gleich zu halten, weshalb ein Master Mix angelegt 

wurde. Auch der Reinigung der Arbeitsflächen und der zu benutzenden Geräte mit 

dem Enzym DNAse free kam eine besondere Bedeutung zu. 

 
Abbildung 10     Prinzip der miRNA Amplifikation; Angaben gemäß Herstellerangaben, Abbildung modifi-
ziert aus dem miScript System Handbuch der Firma QIAGEN (Hilden) 

Die einzelnen Bestandteile der reversen Transkription werden in Tabelle 17 zu-

sammenfassend dargstellt. Alle Bestandteile stammen dabei aus dem miScript 

Reverse Transcription Kit der Firma Qiagen, welches bereits die Enzyme reverse 

Transkriptase sowie die Poly(A)Polymerase, der Primer in Form eines Oligonukle-
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otidprimers mit universaler Bindungsstelle, die Desoxynukleotriphosphate (dNTPs) 

und Puffer-Substanzen enthält. 
Bestandteile Volumen in µL 

miScript RT Buffer, 5x 4 

miScript Reverse Transcriptase Mix 1 

RNase freies Wasser variabel 

1 µg Template RNA variabel  

Gesamtvolumen 20  

Tabelle 17     Zusammensetzung des Reaktionsgemisches zur Durchführung der reversen Transkrip-
tion 
 

Die Tabelle 18 zeigt das Protokoll zur Durchführung einer reversen Transkription: 
Temperatur (°C) Dauer (Minuten) Vorgang 

37 60 Inkubationsphase mit Herstellung der cDNA 

95 5 Inaktivierung der miScript Reverse Transcriptase 

Tabelle 18     Protokoll zur Herstellung von cDNA 

3.2.4.5 Identifikation relevanter miRNAs mit Hilfe eines Array-Systems 
Zum Zeitpunkt der Analysen waren bereits über 940 miRNAs (release 15, 

http://www.mirbase.org) im menschlichen Organismus identifiziert worden. Aus 

diesem Grund wurde das miRNA Array Analyse System der Firma SABiosciences 

dazu verwendet, mögliche relevante Expressionsunterschiede von 88 unterschied-

lichen miRNAs zwischen gesundem und in Folge einer chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankung entzündetem Gewebe zu identifizieren. Dabei wurden drei Grup-

pen gebildet. Diese setzten sich wie folgt zusammen: 

-­‐ Gruppe 1: gesunden Kontrollgruppe 

-­‐ Gruppe 2: bereits bekannte und histologisch bestätigte Colitis ulcerosa 

-­‐ Gruppe 3: bereits bekannte und histologisch bestätigter Morbus Crohn 

Ausgewählt wurden die Patienten zufällig und alleine durch die sehr hohen Quali-

tätsanforderungen an die Proben. Alle drei Gruppen mussten jeweils drei strenge, 

vom Hersteller aufgeführte, Qualitätskriterien erfüllen, um mögliche Ergebnisver-

fälschungen durch Verunreinigungen bei der TotalRNA-Isolation zu minimieren. 

Diese setzten sich zusammen aus: 

A260/A230 > 1.7 Ausschluss von DNA-Verunreinigungen 

A260/A280 > 2.0 Ausschluss von Protein-Verunreinigungen 

Konzentration von A260 > 10 µg/mL Sicherstellung ausreichender RNA-Menge 

Tabelle 19     Qualitätsgütekriterien des RT2 miRNA PCR Array System MAH-001A 
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Analysiert wurden dabei ausschließlich Dickdarmbiopsien, um auf diese Weise die 

Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen zu gewährleisten. Auf Grund dieser sehr 

strengen Gütekriterien wurde eine Auswertung zu zwei unterschiedlichen Zeit-

punkten festgesetzt. Das Ziel des ersten Analysezeitpunktes (zwei Proben pro 

Gruppe) beinhaltete die Schaffung eines Überblickes über das Auswertungssys-

tem des Herstellers, dem Ausschluss von Fehlern des Analyseverfahrens und der 

Überprüfung der Effizienz des Systems. Im Rahmen des zweiten Analysezeitpunk-

tes sollten bei voller Ausnutzung des Systems (drei Proben pro Gruppe) die Er-

gebnisse der ersten Analyse überprüft und bestätigt werden. Die Patientendaten 

aus der ersten Analyse wurden dabei erneut berücksichtigt. 

Die Auswertung erfolgte gemäß den Vorgaben des Herstellers über einen Upload 

der gewonnenen Messwerte auf eine Internetplattform der Firma SABiosciences 

(http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php, zuletzt am 05.11.2009). 

Die Auswertung durch den Hersteller erfolgte dabei unter Einbeziehung der ∆∆Ct-

Methode. Die p-Werte wurden dabei an Hand eines nicht näher spezifizierten 

Tests vom Programm ausgegeben. Auf eine Korrektur für multiples Testen wurde 

dabei nicht hingewiesen. 

3.2.4.6 Durchführung von Echtzeit-PCR-Analysen 
Bei der Echtzeit-PCR (engl. real-time PCR) wird die Produktakkumulation in Echt-

zeit verfolgt, um auf diese Weise die exponentielle Phase einer Reaktion verfolgen 

zu können und in der Folge für eine Quantifizierung der Templatemenge zu nut-

zen. Dabei erfolgt die Messung der Produktzunahme durch die Verwendung von 

Fluoreszenzlicht, welches in Abhängigkeit von der Produktmenge generiert wird 

und proportional abhängig von der Menge des amplifizierten Produktes ist. 

Für die Durchführung einer Echtzeit-PCR gibt es unterschiedliche Protokolle. In 

der vorliegenden Arbeit wurde ein SYBR Green basierendes Protokoll verwendet. 

SYBR Green stellt dabei einen Fluoreszenzfarbstoff dar, der an doppelsträngige 

DNA binden kann. Durch die Zugabe von SYBR Green zu einem PCR Ansatz be-

wirkt man somit, dass dieser Farbstoff in jeder Annealing- bzw. Extensions-Phase 

der ablaufenden PCR-Reaktion an die entstehenden doppelsträngigen DNA Pro-

dukte bindet und ein Fluoreszenzsignal aussendet, welches proportional zur ent-

standenen Menge an Amplifikationsprodukten ist und vom Laserlicht (Wellenlän-

ge: 490 nm) gestützten Detektionssystem der Echtzeit-PCR Maschine erfasst 

werden kann. In der anschließenden Denaturierungsphase der PCR-Reaktion 
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werden die Doppelstränge wieder in Einzelstränge getrennt, was eine Ablösung 

des SYBR Green zur Folge hat. Durch die Aufzeichnung der emittierten Fluores-

zenssignale während des gesamten Laufs durch das Echtzeit-PCR Gerät erhält 

man ein quantitatives Maß für die Menge des im Reaktionsansatz enthaltenen 

Produktes in Abhängigkeit von der durchlaufenen Zykluszahl. Die Spezifität der 

Ergebnisse wird bei der SYBR Green Technik alleine durch die verwendeten Oli-

gonukleotid-Primer garantiert, deren Sequenz hoch spezifisch auf das zu analysie-

rende Zielgen ausgerichtet ist. 

Bei der Verwendung des SYBR Green basierten Verfahrens wurden im Echtzeit-

PCR Ansatz die in der Tabelle 20 dargestellten Komponenten zu einem Gesamt-

volumen von 30 µL zusammengefügt und auf eine 96-well PCR-Platte pipettiert: 
Komponenten Volumen in µL 

2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 15 

10x miScript Universal Primer 3 

10x miScript Primer Assay 3 

RNAse freies Wasser 7,7 

Template cDNA  1 

Fluoreszein (bei BioRad iCycler notwendig) 0,3  

Gesamtvolumen 30 µL 

Tabelle 20     Komponenten zur Durchführung einer Echtzeit-PCR 

Der 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix enthielt neben der Taq-DNA-

Polymerase die dNTPs und einen für die Durchführung der Echtzeit-PCR optimier-

ten Puffer unter anderem mit 2,5 mM MgCl2. 

Alle Ansätze wurden als Doppelwerte auf eine 96-well Echtzeit-PCR Platte pipet-

tiert und anschließend mit dem iCycler der Firma BioRad gemessen. Bei der ver-

wendeten Taq-DNA-Polymerase handelte es sich um eine sogenannte Hot-Start-

Polymerase, welche durch eine 15 minütige Inkubation bei 95°C in der Aktivie-

rungsphase aktiviert wurde. Das angewendete Laborprotokoll zur Durchführung 

der Echtzeit-PCR ist aus der Tabelle 21 ersichtlich: 
Phase Temperatur (°C) Dauer Wiederholung 

Aktivierungsphase 95 15 min einmalig 

Denaturierungsphase 94 15 s  

Anbindungsphase 55 30 s 40 Zyklen 

Verlängerungsphase 70 30 s  

Tabelle 21     Protokoll zur Durchführung einer Echtzeit-PCR 
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3.2.4.7 Methoden zur Quantifizierung und Effizienzbestimmung 
Heute wird nicht mehr primär in DNA Produktmengen/ -konzentrationen gerech-

net, weshalb nun zur Quantifizierung der Startmenge sogenannte Ct (Cycle 

Threshold; Synonym: CP, Crossing Point) Werte herangezogen werden. Diese 

Werte entsprechen der Anzahl an Zyklen, welche nötig sind, um ein konstant defi-

niertes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Somit befindet sich am Crossing Point in 

allen Reaktionsgefäßen die gleiche Menge an neu synthetisierter DNA. Geht man 

beispielsweise von einer 100% Effizienz der PCR aus, bedeutet dieses, dass sich 

mit jedem Zyklus die DNA Produktmenge und analog dazu das Fluoreszenzsignal 

verdoppelt. Ist der Crossing Point Wert beispielsweise in Probe A um eine Einheit 

geringer als in Probe B, so hat sich in Probe A die doppelte Menge an cDNA zu 

Beginn befunden als in Probe B. 

Der direkte Vergleich von Proben an Hand ihrer Crossing Point Werte ist jedoch 

nicht zulässig, da auf diese Weise die Varianz der Expressionsergebnisse auf 

Grund von Gewebe- und Matrixeffekten, unterschiedliche RNA Extraktionseffizien-

zen, unterschiedlichen Ausgangsmengen an cDNA als auch Fehlern während der 

Echtzeit-PCR innerhalb einer Probe nicht berücksichtigt werden würde.  

Zur Bestimmung der Genexpressionslevel wurden daher zwei unterschiedliche 

Strategien entwickelt: 

• Die absolute Quantifizierung mittels Kalibrierkurve basierend auf einer 

Verdünnungsreihe von Echtzeit-PCR Produkten. 

• Sowie die relative Quantifizierung, welche die Genexpression eines Ziel-

gens auf ein weiteres nicht reguliertes „Housekeeping Gen“ bezieht (Vor-

gang wird auch Normalisierung genannt). 

In dieser Arbeit wurde die Strategie der relativen Quantifizierung verwendet, wobei 

als „Housekeeping Gen“ für die Analyse der Genexpression von miRNAs das Gen 

RNU-6b empfohlen wird und zur Anwendung kam. 

Die Vorteile in diesem Vorgehen liegen in einer Reduktion der Varianz der Ex-

pressionsergebnisse, da sowohl das Zielgen wie auch das Housekeeping Gen 

gleichermaßen betroffen sind. Jedoch bedarf es zur Normalisierung der Berech-

nung des Expressionsunterschiedes (Ratio). Dazu wurde in der vorliegenden Ar-

beit die ∆∆Ct Methode verwendet. 

In dieser Methode wird in einem ersten Schritt für jede untersuchte Probe der Ct-

Wert des Referenzgens vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert. 
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Der Ct-Wert ergab sich dabei aus dem Mittelwert von zwei getrennt voneinander 

durchlaufenen Echtzeit-PCR Analysen. 

(1) ∆Ct = Ct (Zielgen) – Ct (Referenzgen) 
Nach dieser Normierung wurde vom ∆Ct-Wert der experimentell untersuchten 

Probe (Patientenprobe mit Gewebe bei Morbus Crohn oder bei Colitis ulcerosa) 

der ∆Ct-Wert der Kontrollgruppe abgezogen, um auf diese Weise eine Kalibrie-

rung durchzuführen. Dabei wurde erneut aus den ∆Ct-Werten der Kontrollgruppe 

der Mittelwert organabhängig gebildet (Kolon vs terminales Ileum). 

(2) ∆∆Ct = ∆Ct (CED) - ∆Ct ( Kontrollgruppe) 
Auf diese Weise ergibt sich das „delta-delta Ct“ Berechnungsmodell. Der relative 

Expressionsunterschied einer Probe zwischen der Erkrankung (Morbus Crohn / 

Colitis Ulcerosa) und der Kontrolle ergibt sich in Form einer Ratio aus folgender 

arithmetischer Formel, welche zum Referenzgen normalisiert und auf eine Stan-

dardprobe bezogen wurde: 

(3) Ratio = 2-∆∆Ct 
Die so berechneten Werte wurden anschließend in das Statistikprogramm SPSS 

(Version 12.) übernommen und über statistische Tests miteinander verglichen. 

3.2.5 Analyse von Datenbankinhalten über miRNAs 
Diese Arbeit setzte sich zum einen mit der Fragestellung nach Unterschieden im 

Expressionsverhalten von miRNAs im Rahmen einer chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankung auseinander. Ein anderes Ziel stellte die Untersuchung der von 

diesen miRNAs regulierten Proteine dar. Auf diese Weise sollten theoretische 

Aussagen über die Bedeutung, die Lokalisation innerhalb der Zelle bzw. des Or-

ganismus, die Funktion und den Pathway dieser regulierten Proteine gewonnen 

werden. Das Ergebnis dieser ausgiebigen Datenbankanalysen zielte auf der 

Schaffung einer Grundlage für gezielte, funktionelle Untersuchungen zu den miR-

NAs als auch zu den Pathogenesemechanismen von chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen ab. 

Datenbank Funktion 
miRBase des Sanger Instituts (V13) miRNA                 -> Proteine 
GOID (GeneOntologyID) Proteine               -> Gene Ontology ID 
GOA (GenOntology) GeneOntologyID -> Funktion, Ort, Pathway 

Tabelle 22     Verwendete Datenbanken zur Untersuchung der Funktion, der Lokalisation und des Path-
ways der von den miRNAs regulierten Proteine 

In der miRBase Datenbank, geführt durch das Sanger Institut, wird zu jeder 

miRNA die von ihr regulierten Proteine aufgelistet. Dabei beziehen sich die Daten 
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jedoch nicht ausschließlich auf bereits experimentell bestätigte Angaben, sondern 

auch auf computerbasierten DNA-Analysen, aus welchen eine Wahrscheinlichkei-

ten für eine Beteiligung einer entsprechenden miRNA in die Regulation von Prote-

inen wiedergespiegelt wird. 

Im nächsten Schritt wurde zu jedem der genannten Proteine die entsprechende 

Gene Ontology Identifikationsnummer (ID) über die GOID Datenbank zugeordnet. 

Die GeneOntology-Datenbank ist das Ergebnis einer internationalen Bioinformatik-

initiative, welche als Zielsetzung die Vereinheitlichung des biowissenschaftlichen 

Vokabulars hat. Jeder Terminus setzt sich aus dem Namen, einer Nummer und 

den jeweiligen assoziierten Daten zusammen. Durch die Datenbank werden die 

Bereiche „zelluläre Komponente“, „biologischer Prozess“ und molekulare Funktion“ 

abgedeckt. 

An Hand dieser IDs konnten somit nun ebenfalls aus Computeranalysen gewon-

nene und durch Experimente auch teilweise belegte Daten über die Funktion, die 

Lokalisation und die Pathways dieser Proteine erzielt werden. 

Da eine miRNA für gewöhnlich auf unterschiedliche Art und Weise mehrfach mit 

einem regulierten Protein in Verbindung gebracht werden kann, wurde die Anzahl 

dieser Nennungen gezählt. Auf diese Weise ergab sich zusätzlich eine hierarchi-

sche Struktur, welche bestimmte Proteine besonders hervorhebt. Die zehn am 

meisten regulierten Proteine pro deutlich veränderter miRNA wurden am Ende auf 

genauere Informationen bezüglich bereits durchgeführter Veröffentlichungen über 

die wissenschaftliche Veröffentlichungsdatenbank PubMed untersucht. 

In der Abbildung 11 wird dieser Vorgang anschaulich dargestellt: 
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3.2.5.1 Quellcodes zur datenbankgestützten Untersuchung der von den 
miRNAs regulierten Proteine 

Zur Durchführung der Datenbankanalysen wurde nach folgenden Eingabebefehlen 

differenziert: 

A) Untersuchung von einer miRNA 

A1) Ausgabe, welche Proteine von dieser einen miRNA reguliert werden und 

Sortierung nach aufsteigender Reihenfolge: 

SELECT name, COUNT(*) FROM mirna WHERE seq='hsa-miR-XX' 
GROUP BY name ORDER BY COUNT(*); 

A2) Ausgabe zu Angaben über Lokalisation, Funktion und Pathway der von ei-

ner miRNA regulierten Proteine und Zählung dieser in aufsteigender Rei-

henfolge: 

SELECT goa.value5, goid.name, goid.category, proteins.seq, 
COUNT(*) FROM goa, (SELECT * FROM mirna WHERE seq='hsa-miR-
XX' LIMIT 900000) proteins, goid WHERE goa.value3=proteins.name 
AND goa.value5=goid.goid GROUP BY goa.value5 ORDER BY 
COUNT(*); 

 

Abbildung 11     Ablaufschema der datenbankgestützten Untersuchung 
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B) Untersuchung von mehreren miRNAs auf Gemeinsamkeiten: 

B1) Ausgabe, welche Proteine von diesen mehreren miRNAs gleichzeitig regu-

liert werden und Sortierung nach aufsteigender Reihenfolge: 

SELECT name, COUNT(*) FROM mirna WHERE seq='hsa-miR-XX' OR 
seq='hsa-miR-XY' OR seq='hsa-miR-XZ' GROUP BY name ORDER BY 
COUNT(*); 

B2) Ausgabe zu Angaben über Lokalisation, Funktion und Pathway der von 

mehreren miRNAs gleichzeitig regulierten Proteine und Zählung dieser in 

aufsteigender Reihenfolge: 

SELECT goa.value5, goid.name, goid.category, proteins.seq, 
COUNT(*) FROM goa, (SELECT * FROM mirna WHERE seq='hsa-miR-
XX' OR seq='hsa-miR-XY' OR seq='hsa-miR-XZ' LIMIT 900000) pro-
teins, goid WHERE goa.value3=proteins.name AND 
goa.value5=goid.goid GROUP BY goa.value5 ORDER BY COUNT(*); 

Die grauen Flächen stellen dabei individuell ersetzbare Felder dar. Möchte man 

etwa die im Menschen vorkommende miRNA-18a untersuchen, wählt man den 

Begriff 'hsa-miR-18a'. Dabei steht die Abkürzung „hsa“ vor der miRNA für Homo 

sapiens und schränkt somit die Untersuchung auf menschliche miRNA ein (Aus-

nahme auf Grund der Benennung: let-7d = 'hsa-let-7d') 
Bei der Fragestellung, welche Proteine gemeinsam von mehreren miRNAs regu-

liert werden, hat sich das einfügen eines LIMITs als effektiv gezeigt, um auf diese 

Weise die Rechenzeit von einem Tag auf 3 Stunden zu reduzieren. Das LIMIT 

wurde dabei mit einer Dimension von 900.000 so hoch gewählt, dass es zu keinen 

Verschiebungen in der hierarchischen Auflistung der Ergebnisse kam, sondern 

lediglich die Summe an gemeinsamen Treffer etwas niedriger ausfiel. 

3.2.5.2 Cytoscape mit PlugIn ClueGO 
Die frei zugängliche Software Cytoscape entstand aus einem Kooperationsprojekt 

von drei amerikanischen Instituten. Das Ziel war die Schaffung einer Software-

plattform, mit welcher biomolekulare Interaktionsnetzwerke veranschaulicht wer-

den können. Somit ist es besonders für die Analyse von Protein-Protein-

Interaktionen, Protein-DNA-Interaktionen und Geninteraktionen ausgelegt, wobei 

der Schwerpunkt durch die Plug-In-Architektur individuell bestimmt werden kann 

(251). Mit Hilfe des Plug-In ClueGO können Inhalte aus den Bioinformatik-
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Datenbanken GeneOntology (GO), der Kyoto Encyclopedia of Genes and Geno-

mes (KEGG) sowie der BioCarta ausgewählt werden. Die so gewählten Daten 

können miteinander in Bezug gesetzt, in Funktionsgruppen geordnet und als ein 

funktionelles Netzwerk in veranschaulichender Darstellung ausgegeben werden. 

Zusätzlich ist es möglich Genlisten zu analysieren oder miteinander zu verglei-

chen. Da in dieser Arbeit mit der Ontologie der GeneOntology Datenbank gearbei-

tet wurde, wurde zur Analyse auch diese verwendet. Als biologische „Bedingung“ 

wurde die durch die miRNAs gemeinsam regulierten Proteine (vgl. 3.2.5.1. mit 

dem Quellcode B1 ermittelt) gewählt, welche anschließend durch ClueGO in ei-

nem funktionell gruppierten Netzwerk analysiert und ausgegeben wurde. 

In der Abbildung 12 wird die Eingabemaske als Screenshot mit den verwendeten 

Einstellungen gezeigt: 

Die Einstellungen wurden dabei, wie dargestellt, gesetzt:  

Als Analysetyp für das zu untersuchende Gencluster besteht die Wahl zwi-

schen einer Einzel- oder einer Vergleichsanalyse, wobei in dieser Arbeit die Ein-

zelanalyse zum Einsatz kam.  

Da ein Gencluster bestehend aus menschlichen Genen analysiert wurde, wurde 

„Homo Sapiens“ als Ursprungsort mit der „SymbolID“-Betitelung gewählt. In das 

„Text Field“ erfolgte die Kopie der unter 3.2.5.2. mit dem Quellcode B1 ermittelten, 

gemeinsam regulierten Proteine. 

Unter dem Oberpunkt „ClueGO Settings“ wurde die Ontologie 

„GO_ImmuneSystemProcess_22.06.2012“ mit der Evidence „All“ ausgewählt. Es 

erfolgte vor der Analyse ein Update der Datenbank über die implementierte Up-

datefunktion, wobei der 22.06.2012 die aktuellste Version der Datenbank zum 

Analysezeitpunkt darstellte.  

Die statistische Auswertung erfolgte über einen zweiseitigen hypergeometri-

schen Test, also der Auskunft über die Wahrscheinlichkeit, wie oft ein gewünsch-

tes Element in einer Stichprobe vorkommt. Zur Reduktion falsch positiver Aussa-

gen bei multipler Testung erfolgte eine Korrektur nach Bonferroni. Zusätzlich wur-

de eine Glättung der diskreten hypergeometrischen Verteilungskurve über die Be-

stimmung des „mid-p-values“ vorgenommen, wodurch die Ergebnisse präzisiert 

werden konnten.  
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Abbildung 12     Screenshot von Juni 2012 der Eingabemaske von Cytoscape mit geladenem PlugIN 
ClueGO 

Einstellungen zur Netzwerkspezifität konnten entweder global oder in einem fort-

geschrittenen Modus getroffen werden. In dieser Arbeit wurde die fortgeschrittene 

Einstellungsform ausgesucht. Die Filterkriterien dieser Form waren zum einen die 

GO Levels, die Anzahl der zu berücksichtigenden Gene, sowie der Prozentsatz 

der gemappten Gene. Zur Erlangung eines Überblickes wurde somit ein niedriges 

GO Level (zum Beispiel 0-5), eine hohe Anzahl an assoziierten Genen sowie ein 

niedriger prozentualer Anteil an gemappten Genen gewählt. Spezifische Terme 

ließen sich über ein hohes GO Level (zum Beispiel 8-14) mit wenig assoziierten 

Genen (zum Beispiel 1) und einem hohen prozentualen Mapping-Anteil von 50% 

und mehr finden. Auch die Wahrscheinlichkeit für signifikante Ergebnisse stieg mit 

einer detaillierteren Auswahl. Die in dieser Arbeit getroffenen Einstellungen laute-

ten: 

Einstellungskriterium Gewählte Einstellung 

GO Level Minimum 8 

GO Level Maximum 15 

Berücksichtigte Gene ALL 

%-Satz gemappter Gene 50% 

Tabelle 23     Darstellung der unter ClueGO ausgewählten Parameter zur Definition der Ausgabe der 
Netzwerkspezifität 

Im Rahmen der Visualisierung konnte die Netzwerkgestaltung über die Ver-

wendung eines KappaScores beeinflusst werden. Durch die Bestimmung der In-



Material und Methodik SEITE   60 

terrater-Reliabilität, also das Ausmaß der Übereinstimmung (Konkordanz) der Ein-

schätzungsergebnisse bei unterschiedlichen Beobachtern, können die Terme in 

sinnvolle funktionelle Einheiten gruppiert werden. KappaScore Werte von 1 spre-

chen für eine hohe Konkordanz und somit große Objektivität. Somit bleiben unter 

dieser Einstellung auch nur noch Terme miteinander verlinkt, welche beinahe alle 

Gene miteinander teilen. In dieser Arbeit wurde ein Kappa-Score von 0,95 ge-

wählt. 

Die durch diese Einstellungen definierte Netzwerkausgabe zeigt die miteinan-

der in Beziehung stehenden Knoten. Einheitlich farbig hervorgehoben werden da-

bei die Knoten, welche zu einer Gruppe gehören. Der „Leader“ der Gruppe wird 

dabei mit einem entsprechenden farbigen Schriftzug hervorgehoben. Die Signifi-

kanz eines Knotens wird durch seinen Durchmesser zum Ausdruck gebracht, wo-

bei dieser wiederum durch die nach Bonferroni korrigierten p-Werte definiert wird. 

Die Verlinkung der einzelnen Knotenpunkte untereinander erfolgt gemäß dem 

ausgewählten KappaScore. 

3.2.6 Statistik 
3.2.6.1 Einschlusskriterien 
Das Patientenkollektiv ergibt sich aus den Patienten der endoskopischen Abtei-

lung der I. Medizinischen Klinik der Universitätsmedizin Mainz. Eingeschlossen 

wurden alle Patienten zwischen 18 und 100 Jahren, welche entweder zum Zeit-

punkt der Untersuchung gesund waren oder an einer endoskopisch sowie histolo-

gisch bestätigten chronisch-entzündlichen Darmerkrankung (CED) litten. Patien-

ten, bei denen im Nachhinein eine infektiöse Kolitis diagnostiziert wird, wurden als 

infektiöse Patientengruppe erfasst. 

3.2.6.2 Ausschlusskriterien 
Ergebnisse von Patienten, welche im Rahmen der Echtzeit-PCR Analyse vom Ge-

samtbild deutlich abweichende relative Expressionsverhältnisse aufwiesen, wur-

den einer erneuten genaueren Betrachtung unterzogen. Wiesen die Ergebnisse 

bei mehr als einem drittel der zwölf analysierten miRNAs deutlich abweichende 

Werte auf, mussten die Proben als generell verunreinigt gewertet und somit aus-

geschlossen werden. Erwies sich im Vergleich zum Gruppenkollektiv ein einzelner 

Wert als überdurchschnittliche erhöht (Wert >30), konnte ausschließlich der ein-

zelne Wert als verunreinigt gewertet und somit ausgeschlossen werden. 
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3.2.6.3 Studiendesign 
Diese explorative, experimentelle Studie wurde monozentrisch an der I. Medizini-

schen Klinik der Universitätsmedizin Mainz durchgeführt. Die erfassten Patienten 

wurden in vier Subgruppen aufgeteilt, welche sich aus einer gesunden Kontroll-

gruppe, einer infektiösen und den zwei chronisch-entzündlichen Darmerkran-

kungsgruppen in Form von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zusammensetzten. 

Die Gruppe der Morbus Crohn Patienten musste auf Grund des unterschiedlichen 

Befalls von Dickdarm und Dünndarm in Form des terminalen Ileums getrennt be-

trachtet werden. Das Kolon wird dabei als Einheit bestehend aus Colon ascen-

dens, Colon transversum, Colon descendens, Sigmoideum und Rektum definiert. 

Hintergrund für diese getrennte Betrachtungsweise ist die unterschiedliche Im-

munsituation in den Darmabschnitten des Dickdarms im Vergleich zum Dünndarm. 

Untersucht wurde in allen Gruppen der relative Gehalt an miRNA für die miRNAs 

let7d, 15a, 19a, 19b, 22, 30e, 101, 141, 185, 374b, 424. Als Referenzgen diente 

die RNU6b. Der Vergleich auf Unterschiede in den Gruppen erfolgte zum einen 

untereinander, zum anderen wurden aus demselben Patienten stammende ent-

zündete und gesunde Gewebsabschnitte untersucht. Außerdem wurde untersucht, 

ob noch weitere Parameter wie Alter, Geschlecht, Therapie und die Erkrankungs-

dauer einen Einfluss auf die miRNA Expression aufwiesen. 

3.2.6.4 Fallzahl 
Es handelt sich bei der Untersuchung um eine explorative Studie, welche das Ziel 

hatte, mögliche Wege zur Erforschung und Entwicklung von neuen Behandlungs-

strategien aufzuzeigen. Aus diesem Grund wurden Gruppengrößen von bis zu 20 

Personen pro Gruppe angestrebt. Auf Grund der getrennten Beurteilung von 

Dünn- und Dickdarm in der Morbus Crohn Gruppe fielen in dieser die Einzelgrup-

pen kleiner aus. 

3.2.6.5 Statistische Auswertung 
Die Auswertung der Daten erfolgt unter zur Hilfenahme des Statistikprogrammes 

SPSS 12.0. Es wird mit einer Korrelationsanalyse zum Ausschluss von Konfoun-

dern begonnen. Die untersuchten Variablen setzen sich aus dem Geschlecht, Al-

ter, der Erkrankungsaktivität und -dauer, der Stelle der Biopsieentnahme, der An-

zahl der Erkrankungsjahre, der einzelnen miRNAs sowie der Therapie zusammen. 

Es folgt die Ermittlung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson sowie die gra-

phische Darstellung aller Korrelationen >0,9 mit hoher Signifikanz. Im Anschluss 
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werden die Ergebnisse beginnend mit ihrer Epidemiologie beschrieben. Fortfüh-

rend findet eine deskriptive Beschreibung mit Angaben zum Mittelwert, dem Ma-

ximum, dem Minimum sowie der Verteilung statt. Außerdem erfolgt jeweils eine 

graphische Darstellung via Boxplots mit Angaben der 1., 2. und dritten Quartile, 

sowie Ausreißern zu den jeweiligen miRNAs. Basierend auf den deskriptiven Da-

ten erfolgt die Testentscheidung. Dabei kann in dieser Arbeit - bedingt durch die 

kleinen Gruppengrößen - keine Aussage zu absoluten Signifikanzen gemacht 

werden, sondern es werden nur Tendenzen auf Signifikanz dargelegt. Als Tests 

kommen im Rahmen der verbundenen Gruppenanalysen unter Annahme der 

Normalverteilung der verbundene t-Test, bei fehlender Normalverteilung der Wil-

coxon-Test zum Einsatz.  

Bei dem unverbundenen Gruppenvergleich wird erneut der Test abhängig von der 

Normalverteilung gewählt. Handelte es sich um eine normalverteilte Größe, fällt 

die Entscheidung auf den unabhängigen t-Test für mehrere Größen. Bei nicht be-

stehender Normalverteilung wird zuerst der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Er-

zielt der Vortest einen p-Wert <0,5, erfolgt anschließend ein post-hoc-Test in Form 

des Mann-Whitney-Testes. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Epidemiologische Darstellung des erfassten Kollektivs 
In der Studie wurden insgesamt 163 Proben von 131 Patienten an der I. Medizini-

schen Klinik der Universitätsmedizin Mainz innerhalb des Zeitraumes von Novem-

ber 2008 bis Juli 2009 erfasst. Eine epidemiologische Zusammenfassung reprä-

sentiert die Tabelle 24: 

 
Tabelle 24     Epidemiologische Daten zum erfassten Probenkollektiv; Patientendaten wurden in Gruppen 
definiert nach Art und nach Aktivität der Erkrankung geordnet. Pro Gruppe Darstellung der Daten nach Anzahl 
an erfassten Patienten, dem Geschlecht, dem Alter, der Lokalisation der Biopsieentnahme, den Erkrankungs-
jahren sowie der Therapie zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme. Prozentangaben wurden gerundet und bezie-
hen sich dabei auf die Gesamtzahl an Patienten pro Gruppe. Definition der Gruppentitel: Kontrolle = Kontroll-
gruppe bestehend aus Vorsorgepatienten (n = 37) und einem Patienten zur Kontrolle nach einer Divertikulitis-
OP; gesund (g_)= nicht entzündetes Gewebe, aktiv (entz_) = entzündetes Gewebe; CU = gesicherte Diagno-
se einer Colitis ulcerosa (n = 35 Patienten); MC = gesicherte Diagnose eines Morbus Crohn (n = 44 Patien-
ten); IC = gesicherte Diagnose einer infektiösen Kolitis (bakteriell / virologisch) (n = 13 Patienten) 

4.1.1 Kontrollgruppe 
Die Kontrollgruppe setzt sich aus 38 Patienten zusammen, von denen die Hälfte 

der Patienten (n = 19) weiblichen, die andere Hälfte (n = 19) männlichen Ge-
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schlechtes waren. Das Alter lag im Median bei 61 Jahren. Die Biopsien erfolgten 

aus dem Rektum (5 Biopsien), dem Dickdarm (28 Biopsien) sowie dem Termina-

len Ileum (5 Biopsien). 36 Patienten (95%) hatten zum Zeitpunkt der Untersu-

chung keine Therapie erhalten, ein Patient (3%) kam im Rahmen einer regulären 

postoperativen Nachkontrolle bei Zustand nach rezidivierender Divertikulitis. Von 

einem weiteren Patienten lagen zum Untersuchungszeitpunkt keine weiteren Da-

ten vor (3%). 

4.1.2 Morbus Crohn 
Das Kollektiv der unter Morbus Crohn Erkrankten setzte sich insgesamt aus 44 

Patienten zusammen. Wie bereits dargestellt wurde zwischen der Gruppe mit ent-

zündetem und der Gruppe mit gesundem Gewebe unterschieden. 

4.1.2.1 Nicht-entzündliche Biopsien bei Morbus Crohn 
Nicht-entzündliches Gewebe konnte bei 28 Patienten entnommen werden, wobei 

bei 16 der 28 Patienten zwei Proben (eine nicht-entzündete und eine entzündete 

Biopsie) gewonnen wurden. Bei weiteren 12 Patienten befand sich die Erkrankung 

zum Zeitpunkt der Untersuchung in der Remission. Die Patienten waren zwischen 

20 und 65 Jahren alt und hatten ein medianes Alter von 45 Jahren. Zwölf Patien-

ten (43%) waren weiblichen, 16 Patienten (57%) männlichen Geschlechts. Die 

Biopsien wurden bevorzugt aus dem Colon transversum (n = 13; 46%) sowie dem 

terminalen Ileum (n = 4; 14%) gewonnen. Die Erkrankungsdauer lag im Median 

bei 10 Jahren (Spannbreite von 0 – 30 Jahre) seit Erstdiagnose. Jedoch lagen von 

11 Patienten zum Zeitpunkt der Untersuchung keine Angaben vor. 24 Patienten 

standen zum Zeitpunkt der Untersuchung unter Therapie, welche bei einem Groß-

teil der Patienten aus Immunmodulatoren (n = 14; 50%) bestand. Zu einem Pati-

enten (4%) gab es keine Angaben, da die Erkrankung neu diagnostiziert wurde. 

4.1.2.2 Entzündliche Biopsien bei Morbus Crohn 
In der Gruppe mit aktivem Morbus Crohn fanden sich insgesamt 32 Patienten mit 

einer floriden Entzündung. Die Hälfte der Patienten war weiblich, die andere Hälfte 

männlich. Das Alter lag im Median bei 43,5 Jahren mit einem Spannbreite von 17 

bis 65 Jahren. Die Biopsien wurden gemäß der typischen Ausprägung eines Mor-

bus Crohn bevorzugt dem terminalen Ileum (n = 15; 47%) entnommen. 16 Biop-

sien (50%) kamen aus dem Dickdarm, eine Probe (3%) aus dem Rektum. Die 

Therapie basierte primär auf der Gabe von Immunmodulatoren (n = 14; 44%). Bio-

logics erhielten sechs Patienten (19%), Mesalamine fünf Patienten (16%). Außer-
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dem wurden zwei Patienten (6%) mit Steroiden behandelt. Ein Patient hatte we-

gen Fisteln eine OP erhalten und wies noch entzündete Areale auf (3%). Im Medi-

an litten die Menschen bereits seit 13 Jahren (Spannbreite von 0 – 33 Jahren) un-

ter der Erkrankung. Auch hier fehlten jedoch von 13 Patienten Angaben zum Zeit-

punkt der Erstdiagnose. 

4.1.3 Colitis ulcerosa 
Die Gruppe der Colitis ulcerosa Patienten umfasst insgesamt 35 Personen. Von 

diesen 35 Patienten konnten bei 12 Patienten zwei Proben gewonnen werden – 

nämlich aus entzündetem wie auch aus gesundem Gewebe. Von sechs Patienten 

wurden ausschließlich entzündungsfreie Biopsien entnommen, da diese zum Zeit-

punkt der Untersuchung einen entzündungsfreien Darm aufwiesen. Von weiteren 

17 Patienten stammten ausschließlich entzündete Gewebeproben. 

4.1.3.1 Nicht-entzündliche Biopsien bei Colitis ulcerosa 
Die 18 nicht-entzündlichen Biopsien kamen von Patienten, welche zwischen 20 

und 68 Jahre alt (medianes Alter: 51,5 Jahren) waren. Fünf Patienten waren weib-

lichen, 13 Patienten männlichen Geschlechts. Die Biopsien wurden gemäß dem 

Krankheitsmuster und der besseren Vergleichbarkeit bevorzugt aus dem Rektum 

(n = 4; 22%) und dem Kolon (n = 12; 66,6%) gewonnen. Die Erkrankungsdauer 

lag mit einem Median bei 20 Jahren (Spannbreite von 0 – 44 Jahre) seit Erstdiag-

nose. Von 9 Patienten lagen zum Zeitpunkt der Untersuchung keine Angaben vor. 

12 Patienten standen zum Zeitpunkt der Untersuchung unter Therapie, wobei die 

meisten von diesen Immunmodulatoren (n = 7; 39%) erhielten. Ein Patient sprach 

bereits auf keine der Standardtherapien mehr an, befand sich aber dennoch in 

Remission. Zwei der Patienten (11%) wiesen keine Therapie auf. Zu drei Patien-

ten (17%) gab es keine Angaben, da es sich um Erstdiagnosen handelte. 

4.1.3.2 Entzündliche Biopsien bei Colitis ulcerosa 
Neben den 12 Patienten mit Doppelproben gab es 17 weitere Patienten mit einer 

aktiven Colitis ulcerosa. Die meisten der untersuchten Patienten waren männlich 

(n = 21, 72%) mit einem medianen Alter von 50 Jahren (Spannweitenbreite: 20 - 

82 Jahre). Bevorzugter Entnahmeort für die Biopsien war gemäß der typischen 

Ausprägung einer Colitis ulcerosa das Rektum (n = 21; 72%). Bei acht Patienten 

bestand bereits eine Pankolitis. Biopsien wurden deshalb vier mal aus dem Be-

reich des Sigmoideum, einmal aus dem Colon descendens (3%) und dreimal aus 

dem Colon transversum (10%) entnommen. Eine Therapie erhielten 19 Patienten, 
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von denen alleine 12 Patienten Immunmodulatoren (41%) erhielten. Drei Patienten 

wurden im Rahmen der akuten Therapie (10%) mit Steroiden behandelt. Je zwei 

Patienten wurden entweder noch nicht therapiert oder wiesen keine Verbesserung 

auf die Standardtherapie auf (je 6 %). Über sechs Patienten (20%) ließen sich kei-

ne Informationen bezüglich ihrer Therapie sammeln. Im Median litten die Men-

schen bereits seit 13,5 Jahren (Spannbreite von 0 – 29 Jahren) unter der Erkran-

kung. Hier fehlten bei 17 Patienten Angaben zum Jahr der Erstdiagnose. 

4.1.4 Infektiöse Kolitis 
Die letzte Gruppe stellen die infektiösen Kolitiden dar. Diese Gruppe bestand aus 

aus 13 Patienten, die während der endoskopischen Untersuchung den Eindruck 

einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung erweckten, von der Pathologie 

jedoch nicht als solche identifiziert werden konnten. Erst die mikrobiologische Di-

agnostik lieferte den entscheidenden Befund. 

4.1.4.1 Nicht-entzündliche Biopsien bei infektiöser Kolitis 
Die gesunden Darmareale stammten dabei von fünf Patienten, von welchen so-

wohl Biopsien aus entzündeten wie aus gesunden Darmgewebe entnommen wur-

den. Eine der Patienten war weiblichen (20%), fünf waren männlichen Geschlech-

tes (80%). Das Alter lag zwischen 35 und 70 Jahren mit einem Median bei 54 Jah-

ren. Drei Proben wurden aus dem Colon transversum (60%), jeweils eine aus dem 

Rektum und dem Coecum entnommen (je 20%). Auf Grund einer anderen Erkran-

kung nahm ein Patient Immunmodulatoren ein (20%). 

4.1.4.2 Entzündliche Biopsien bei infektiöser Kolitis 
Neben den fünf Doppelproben wurden acht weitere Patienten mit infektiöser Kolitis 

erfasst. Darunter waren sechs Frauen (43%), sowie sieben Männer (54%). Das 

Erkrankungsalter lag mit einem Median bei 44,5 Jahren mit einer Spannbreite von 

27 bis 63 Jahren. Die Entzündungen waren dabei im Sigmoideum (n = 5; 39%), 

dem Rektum (n = 4; 31%), dem Colon transversum (n = 2; 15%) sowie dem termi-

nalen Ileum (n = 2; 15) lokalisiert. Ein Patient (8%) wurde zu dem Zeitpunkt bereits 

mit Immunmodulatoren wegen einer anderen Erkrankung behandelt, die anderen 

12 Patienten (92%) hatte noch keine Therapie erhalten. 

4.1.5 Ausschluss von Konfoundern 
Zum Ausschluss von möglichen Störfaktoren wurde eine Korrelationsanalyse un-

ternommen. Hierbei wurden die Einflüsse des Geschlechtes, des Alters, der Er-
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krankungsaktivität und -dauer, die Stelle der Biopsieentnahme, der Anzahl der 

Erkrankungsjahre sowie der Therapie untersucht, welche jedoch keine Zusam-

menhänge aufzeigte, so dass auf weitere Angaben verzichtet wird. Gleichzeitig 

wurde auch die Korrelation unter den einzelnen miRNAs auf die einzelnen Grup-

pen bezogen untersucht. Das Ergebnis zur Analyse bei gesunden Patienten  wird 

an Anhand der Abbildung 13 veranschaulicht. 

 
Abbildung 13     Korrelationsuntersuchung der miRNAs in der Kontrollgruppe; Dargestellt wurden alle 
Korrelationen über 0,90 mit hoher Signifikanz. Die genauen Korrelationen für die einzelnen miRNAs wurden 
nach Pearson mit ihrem Signifikanzniveau (2-seitig) in den Ellipsen dargestellt. In die Auswertung wurden alle 
miRNAs unabhängig der Lokalisation oder der Entzündungsaktivität aufgenommen. 

In der Gruppe der Patienten mit einem Morbus Crohn konnte eine Beziehung zwi-

schen der miR-18a und miR-424 mit einem Korrelationskoeffizienten nach Pear-

son von 0,949 und einem Signifikanzniveau von < 0,001 festgestellt werden (nicht 

dargestellt). 

Sieben miRNAs standen im Rahmen einer Colitis ulcerosa miteinander in Bezie-

hung. Dieses wird in Abbildung 14 dargestellt. 
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Abbildung 14     Korrelationsuntersuchung der miRNAs bei Patienten mit Colitis ulcerosa; dargestellt 
wurden alle Korrelationen über 0,90 mit hoher Signifikanz. Die genauen Korrelationen für die einzelnen miR-
NAs wurden nach Pearson mit ihrem Signifikanzniveau (2-seitig) in den Ellipsen dargestellt. In die Auswertung 
wurden alle miRNAs unabhängig ihrer Lokalisation oder der Entzündungsaktivität aufgenommen. 

4.2 Ergebnisse der MicroArray RT2 Pathway Analyse 
Der erste Analysezeitpunkt fand mit zwei Proben pro Gruppe und nach 103 ge-

sammelten Biopsien Ende März 2009 statt. Dabei zeigten sich bei 9 miRNAs unter 

Erkrankung eine deutliche Veränderung im Expressionsverhalten im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Bei den Colitis ulcerosa-Patienten wiesen die miR-15a (p = 0,025), 

miR-18a (p = 0,022), miR-101 (p = 0,031) und miR-374b (p = 0,055) deutliche 

Veränderung auf, bei den Morbus Crohn-Patienten die miR-19a (p = 0,024) und 

die miR-141 (p = 0,05). Sowohl bei Colitis ulcerosa als auch Morbus Crohn waren 

die miR-19b (p = 0,036 für Morbus Crohn, p = 0,049 für Colitis ulcerosa) als auch 

miR-30e (p = 0,042 für Morbus Crohn, p = 0,004 für Colitis ulcerosa) verändert. 

Zusätzlich wurden die miR-22 (p = 0,098) und die miR-185 (p = 0,088) auf Grund 

ihrer Tendenz auf veränderte Expression bei der Erkrankung Morbus Crohn mit 

berücksichtigt. 

In der zweiten Analyse (Abbildung 15 A) wurden die Daten der ersten Analyse um 

jeweils einen weiteren Patienten pro Gruppe ergänzt und konnte somit bei voller 

Ausnutzung des Systems mit 9 Patienten (drei Patienten pro Gruppe, nach 142 

Proben) Anfang Juni 2009 durchgeführt werden. Anzumerken ist jedoch, dass das 

internetgestützte Auswertungssystem der Firma SABiosciences die dritte miRNA-

Array Analyse im Falle von Morbus Crohn auf Grund einer positiven PCR Kontrolle 

(PPC) als Hinweis für ein Problem während des PCR-Zyklus ausgeschlossen hat. 
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Die Abbildung 15 B stellt einen Auszug der wichtigsten Ergebnisse des miArray-

Analysesystems dar. Dabei wird deutlich, dass sich die Anzahl an Hinweisen auf 

eine Veränderung des Expressionsverhaltens der miRNAs im Bereich von Colitis 

ulcerosa von anfänglich 6 miRNAs auf die let-7d (p = 0,033) sowie die miR-185 (p 

= 0,016) präzisiert hat. Beide miRNAs zeigten sich dabei im Vergleich zur Kon-

trollgruppe als deutlich supprimiert. So war die nun erstmalig veränderte let-7d um 

das 3,1fache und die miR-185 um das 4,6fache vermindert exprimiert. 

Bedingt durch den Ausschluss der dritten Probe bei Morbus Crohn kam es hierbei 

zu keiner Veränderung der in der ersten Analyse erhobenen p-Werte. Auffällig 

war, dass alle deutlich veränderten miRNAs in Form von den miR-19a, miR-19b, 

miR-30e sowie miR-141 eine Hochregulierung in ihrem Expressionsverhalten im 

Vergleich zur Kontrollgruppe verzeichneten. Anders verhielt es sich bei der miR-

185. Diese miRNA zeigte eine Suppression im Expressionsverhalten um den Fak-

tor 2,3. 

 
Abbildung 15     A und B: Ergebnisse der miArray Analyse (Stand: 01.11.2009) 
Abbildung A: Epidemiologische Darstellung der im RT2 miRNA Array System erfassten Patienten 
Abbildung B: Clusterdarstellung und statistische Auswertung der im RT2 miRNA Array System identi-
fizierten miRNAs; im linken Bildbereich von Abschnitt B wird die Expression der unterschiedlichen miRNAs 
farblich als Cluster hervorgehoben. Dabei stellt eine grüne Einfärbung eine niedrige Genexpression dar, wo-
hingegen die kräftige rote Farbe für eine hohe Genexpression steht (vgl. hierzu die Farbskala mit dem Titel 
„Magnitude of gene expression“). In der Tabelle werden die p-Werte für die beiden entzündlichen Darmer-
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krankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa auf der linken Tabellenseite gezeigt, auf der rechten erfolgt 
eine Darstellung der Expressionsrichtung der entsprechenden miRNA im Vergleich zur Kontrollgruppe. Als ein 
signifikanter Hinweis wurden p-Werte ≤ 0,05 bei einem Signifikanzniveau von α = 5% gewertet (dunkelgrün für 
Morbus Crohn, rot für Colitis ulcerosa). P-Werte mit einer Tendenz (p ≤ 0,1)für eine Veränderung des Expres-
sionsverhaltens wurden hellgrün hervorgehoben. 

4.3 Untersuchung des Expressionsverhaltens der miRNAs im Gewebe des 
selben Patienten (Verbundene Analyse) 

4.3.1 Vergleich von entzündetem zu gesundem Kolongewebe bei Patienten 
mit Morbus Crohn 

In dieser Analyse (vgl. auch Abbildung 16-A) wurden 8 Patienten einbezogen, von 

welchen jeweils eine gesunde sowie eine erkrankte Darmbiopsie entnommen wur-

de. Unter diesen 8 Patienten waren 2 Frauen und 6 Männer. Das mediane Alter 

lag bei 47 Jahren mit einer Spannbreite von 27 bis 54 Jahren. Die Patienten waren 

im Median schon seit 18 Jahren an Morbus Crohn erkrankt (Spannweitenbreite 0 – 

30 Jahre) und wurden mit Immunmodulatoren (n = 4) oder Biologics (n = 4) thera-

piert. 

Einen ersten Hinweis auf das Expressionsverhalten der einzelnen miRNAs erlangt 

man durch die Betrachtung von Differenzenboxplots (vgl. Abbildung 16-B), welche 

aus der Subtraktion der gesunden Werte von den entzündeten Werten gebildet 

wurden. Hieraus geht hervor, dass bei der Hälfte der Patienten für die miRNAs 

miR-30e, miR-185 und miR-424 im Vergleich von gesunden zu entzündetem Ge-

webe kein Unterschied im Expressionsverhalten der miRNA vorlag. Einzig bei der 

miR-374b lag bei 50% der Patienten eine reduzierte Expression dieser miRNA im 

entzündeten Gewebe vor. Die miRNAs let-7d, miR-15a, miR-18a, miR-19a, miR-

19b, miR-22, miR-101 und miR-141 wiesen hingegen bei über der Hälfte der Pati-

enten eine Steigerung im Expressionsgrad innerhalb von entzündlichen Biopsien 

auf.  

Die Überprüfung an Hand von statistischen Testes erfolgte gemäß der symmetri-

schen Verteilung mit einem t-Test für verbundene Stichproben oder dem Vorzei-

chentest. Die miRNAs let-7d, miR-15a, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-22 sowie 

miR-424 konnten an Hand des verbundenen t-Testes auf signifikante Tendenzen 

untersucht werden. Das Ergebnis der Analyse zeigt deutliche Tendenzen für eine 

Veränderung des relativen miRNAs Gehaltes in entzündetem Kolongewebe von 

Morbus Crohn-Patienten für die miRNAs let-7d (p = 0,009), miR-15a (p = 0,018) 

sowie die miR-22 (p= 0,002). Dabei wurde bei der miR-22 ein um das 3,9fache 

höherer Expressionsgrad im entzündeten Gewebe im Vergleich zum gesunden 



Ergebnisse SEITE   71 

Gewebe festgestellt. Bei der miRNA let-7d lag ein 1,9facher, bei der miR-15a ein 

um das 3,5facher höherer Gehalt an miRNA im entzündeten Gewebe vor.  

Bei fehlender Normalverteilung wurde der Vorzeichen-Test angewendet. Hierbei 

ließen sich unter der Annahme eines p ≤ 0,05 keine Indikatoren für signifikante 

Tendenzen ermitteln. Dennoch zeichnen sich bei den miR-30e sowie miR-141 mit 

einem p-Wert = 0,07 Hinweise für eine Relevanz ab. 

 
Abbildung 16 A – C: Untersuchung des Expressionsverhaltens von miRNAs im gesunden und entzün-
detem Dickdarmgewebe innerhalb eines Patienten bei Morbus Crohn 
Abschnitt A: Epidemiologischer Überblick zu den untersuchten acht Patienten; von jedem Patienten 
wurden sowohl eine Biopsie aus dem entzündeten, sowie eine aus dem gesunden Dickdarm entnommen. 
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Abschnitt B: Differenzboxplots der miRNA Expressionslevels; der mittlere Balken innerhalb eines 
Boxplots stellt die 50-Perzentile dar. Bei Normalverteilung kam der verbundene t-Test zur Anwendung, an-
sonsten der Vorzeichentest. * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001 
Abschnitt C: Deskriptive Darstellung der einzelnen miRNA-Differenzen (∆) aus entzündetem zu gesun-
dem Kolongewebe von Morbus Crohn-Patienten; die Entscheidung zur Testvariante fiel gemäß der Schie-
fe. Normalverteilung lag dabei bei einer Schiefe = [-1;1] vor und führte zur Testung mittels des verbunden t-
Test (t-Test). Bei fehlender Normalverteilung erfolgte die Testung mittels Vorzeichentest (V). 

 

Die im Rahmen dieser Untersuchung gewählten Biopsieorte werden in der Tabelle 

25 dargestellt: 

Patient Entnahmeort der gesunden 

Biopsie 

Entnahmeort der entzündli-

chen Biopsie 

Patient 1 Transversum Colon descendens 

Patient 2 Colon descendens Colon ascendens 

Patient 3 Colon descendens Colon transversum 

Patient 4 Colon descendens Colon transversum 

Patientin 5 Colon transversum Sigmoideum 

Patient 6 Rektum  Sigmoideum 

Patient 7 Rektum Sigmoideum  

Patientin 8 Rektum Colon transversum 

Tabelle 25     Im Rahmen der verbundenen Analyse gewählte Biopsieorte bei 8 Morbus Crohn Patien-
ten 

4.3.2 Vergleich von entzündetem zu gesunden Kolongewebe desselben Pa-
tienten bei Colitis ulcerosa 

Die relative Expressionsanalyse der miRNA im Krankheitsgeschehen der Colitis 

ulcerosa wurde bei 12 Patienten durchgeführt. Dabei wurde auf Grund des typi-

schen Befallsmusters des Kolons auf eine Unterscheidung zwischen Dünn- und 

Dickdarm verzichtet, so dass nur Proben, welche aus dem Dickdarm stammten 

berücksichtigt wurden. 10 Doppelproben stammten von Männern, zwei von Frau-

en.  

Die Abbildung 17 A veranschaulicht die Verteilung der Patienten mit Colitis ulcero-

sa, von denen pro Patient jeweils eine Biopsie aus dem gesunden sowie eine Bi-

opsie aus dem erkrankten Dickdarm entnommen wurde. Die Patienten waren im 

Median 51,5 Jahre alt und setzten sich aus einer Patientengruppe zwischen 20 

und 61 Jahren zusammen. Die Therapie bestand bei fünf Patienten aus Immun-

modulatoren. Mesalamine (n =1), Antibiotika (n = 1), Biologics (n = 1) und die Ste-

roid-Stoß-Therapie (n = 1) stellten weitere Therapien dar, die bei Patienten zum 

Zeitpunkt der Untersuchung durchgeführt wurden. Bei zwei Patienten war die The-

rapie unbekannt. Eine Therapieresistenz war zum Zeitpunkt der Untersuchung von 
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einem Patienten bekannt. Die Erkrankungsjahre lagen im Median bei 13,5 Jahren 

und variierten zwischen 1 und 29 Jahren. 

Die kumulierte Darstellung der Differenzenboxplots gebildet aus der Subtraktion 

der gesunden Werte von den entzündeten Werten in Abbildung 17 B veranschau-

licht die Verteilung der Messergebnisse für die einzelnen miRNAs der Colitis ulce-

rosa Patienten. Erneut repräsentiert der Plot die erste Perzentile am unteren, die 

zweite Perzentile mit dem mittleren, dicken sowie die dritte Perzentile mit dem 

obersten Balken. Ausreißer werden als Punkte dargestellt. Deutlich wird hierbei 

eine Tendenz zu negativen Werten.  

Die deskriptive Darstellung erfolgte unter Beachtung der Normalverteilung. In der 

Abbildung 17 C werden dabei neben den Mittelwerten das Maximum und Minimum 

der erzielten miRNA Expressionen aufgeführt. Da es bei der Analyse der miRNAs 

miR-15a, miR-19a, miR-19b, miR-101, miR-374b und miR-424 zu einem techni-

schen Problem in Form einer Verunreinigung kam, konnten hier jeweils nur 11 Bi-

opsien untersucht werden. Besonders auffällig ist dabei die deutliche Tendenz zu 

niedrigen bis negativen Mittelwerten bei den analysierten Colitis ulcerosa Patien-

ten (Mittelwert zwischen 14,98 und -22,53).  

Die Signifikanz der Differenzen der miRNAs let-7d, miR-15a, miR-18a, miR-30e, 

miR-141 und miR-424 wurden an Hand des verbundenen t-Testes untersucht. Je-

doch ergaben sich unter der Annahme eines α-Fehlers von 5% weder signifikante 

Hinweise noch Tendenzen für eine Änderung des Expressionsverhaltens dieser 

miRNAs im Rahmen einer Colitis ulcerosa. 

Zu einem ähnlichen Ergebnis führte die Untersuchung der nicht normalverteilten 

miRNAs miR-19a, miR-19b, miR-22, miR-101, miR-185 sowie miR-374b mit dem 

Vorzeichen-Test. Auch hier lieferte keine der miRNAs unter der Annahme eines α-

Fehlers von 5% einen tendenziellen Hinweis dafür, dass es im gesunden Gewebe 

Expressionsunterschiede im Vergleich zum entzündeten Gewebe gibt. 
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Abbildung 17     A - C: Expressionsverhalten von miRNAs zwischen gesundem und entzündetem 
Dickdarmgewebe bei Colitis ulcerosa 
Abbildung A: Epidemiologische Darstellung der untersuchten 12 Patienten 
Abbildung B: Differenzenboxplots veranschaulichen die Expression der einzelnen miRNAs bei Patien-
ten mit Colitis ulcerosa; Punkte repräsentieren Ausreißer.  
Abbildung C: Deskriptive Darstellung zur durchgeführten Analyse des Expressionsverhaltens; t-Test = 
verbundener t-Test bei gegebener Normalverteilung, V = Vorzeichentest bei fehlender Normalverteilung 

4.4 Untersuchung des Expressionsverhaltens der miRNAs im Vergleich 
zwischen Kontrollgruppe und Patientengruppe (unverbundene Analyse) 

Die Kontrollgruppe setzt sich aus 23 Biopsien zusammen, deren Altersmedian bei 

61 Jahren mit einer Spannbreite von 18 bis 82 Jahren lag. 11 Biopsien wurden 
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Frauen und 12 Männern entnommen. Zum Zeitpunkt der Entnahme waren bei die-

sen keine Therapien bekannt.  

Bei den Erkrankungen Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, sowie infektiöse Kolitis 

wurden bei den Biopsien zwischen nicht-entzündlichem und entzündlichem Ge-

webe unterschieden. Die Biopsien stammten hierbei von unterschiedlichen Patien-

ten.  

Im Folgenden werden besonders die Ergebnisse im Rahmen einer Erkrankung mit 

Morbus Crohn dargestellt. Die Ergebnisse zu Colitis ulcerosa sowie infektiöse Koli-

tis folgen an späterer Stelle. 

4.4.1 Vergleich der miRNA-Expression von nicht-entzündlichem Kollonge-
webe zwischen Patienten mit Morbus Crohn und der Kontrollgruppe 

Bei Morbus Crohn konnten 12 nicht-entzündliche Proben analysiert werden, von 

denen 8 Biopsien von männlichen Patienten stammten. Das Alter der untersuch-

ten Personen lag dabei zwischen 23 und 65 Jahren mit einem Median bei 47 Jah-

ren. Die Erkrankungsdauer lag bei bis zu 30 Jahren seit Erstdiagnose mit einem 

Median bei 16 Jahren. Die Therapien setzten sich aus Mesalaminen (n = 1), Im-

munmodulatoren (n = 7) sowie Biologics (n = 4) zusammen (vgl. Abbildung 18-A). 
Die Boxplots im Abschnitt B der Abbildung 18 geben eine Übersicht über das Ex-

pressionsverhalten von miRNAs im nicht entzündlichen Dickdarmgewebe. Dabei 

wird das Expressionsverhalten der miRNAs in der Kontrollgruppe, sowie der zum 

Zeitpunkt der Untersuchung in Remission befindlichen Patienten mit Morbus 

Crohn oder Colitis ulcerosa dargestellt. 

Der Abschnitt C der Abbildung 18 stellt eine deskriptive Darstellung der erhobenen 

relativen Expressionswerte mit Angaben zu deren Mittelwert, Minimum und Maxi-

mum für die einzelnen miRNAs dar. Hierbei wurde ausschließlich nicht-

entzündetes Dickdarmgewebe berücksichtigt. In der Kontrollgruppe konnten bei 

der let-7d (n = 20), miR-141 (n = 22) sowie miR-424 (n = 20) nicht alle der jeweils 

23 Biopsien auf Grund von technischen Fehlern berücksichtigt werden. Die Mor-

bus Crohn Gruppe wies keine technischen Fehler auf. 

Die Analyse erfolgte auf Grund der fehlenden Normalverteilung mit dem Kruskal-

Wallis-Test. Relevante Hinweise ergaben sich dabei zu einem Signifikanzniveau 

von 5% für die die miR-18a (p = 0,006) sowie die miR-185 (p = 0,009). Als Hinwei-

se kann man außerdem die miR-15a (p = 0,085) sowie die miR-30e (p = 0,095) 

einbeziehen. 
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Der im Anschluss durchgeführte post-hoc-Test wurde in Form eines Mann-

Whitney-Tests durchgeführt. Hierbei wurden die einzelnen Gruppen untereinander 

verglichen. Deutliche Hinweise für einen signifikanten Unterschied im Expressi-

onsverhalten der miRNAs zwischen Morbus Crohn-Patienten und der Kontroll-

gruppe ergaben sich hierbei ausschließlich für die miR-18a (p = 0,007). Die miR-

185 konnte mit einem p-Wert von p = 0,073 das Signifikanzniveau von 5% nicht 

erreichen. 

Der Vergleich von Colitis ulcerosa mit Morbus Crohn zeigt keinen signifikanten 

Unterschied im Expressionsverhalten für die einzelnen miRNAs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 18 A-C: Expressionsverhaltens von miRNAs im nicht entzündlichen Dickdarmgewebe 
Abschnitt A: Epidemiologische Darstellung der untersuchten Patienten; Ko = Kontrollgruppe, MC = 
Morbus Crohn Patienten in Remission, CU = Colitis ulcerosa Patienten in Remission 
Abschnitt B: Darstellung der miRNA Expression in Form von Boxplots; für jede miRNA wird das Expres-
sionsverhalten getrennt nach Kontrollgruppe (= Ko), Morbus Crohn (= MC) und Colitis ulcerosa (= CU) veran-
schaulicht. * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; Punkte symbolisieren „Ausreißer“. 
Abschnitt C: Deskriptive Darstellung zur durchgeführten statistischen Untersuchung; Minimum, Maxi-
mum und Mittelwert werden zu den drei untersuchten Gruppen dargestellt. Die statistische Testung wurde mit 
dem Kruskal-Wallis Test für mehrere unabhängige Stichproben eingeleitet. Bei erreichen eines Signifikanzni-
veaus von 5%, erfolgte ein post-hoc Test. Da keine Normalverteilung vorlag, wurde als post-hoc Test der 
Mann-Whitney-Test angewendet. 
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4.4.2 Expression im entzündeten Kolongewebe bei Morbus Crohn 
Gemäß Abbildung 19-A stammten 13 Proben aus entzündlichen Dickdarmarealen 

von Morbus Crohn-Patienten. Sechs dieser Patienten waren weiblich, 7 waren 

männlichen Geschlechtes mit einem Altersmedian von 43 Jahren (Spannbreite 17 

– 54 Jahre). Die Erkrankungsdauer lag bei bis zu 30 Jahren (Median: 10 Jahre). 

Immunmodulatoren kamen bei sechs, Biologics bei vier Patienten zum Einsatz. 

Zwei Patienten stellten Erstdiagnosen dar und hatten noch keine Therapie zum 

Diagnosezeitpunkt, bei einem weiteren lagen keine Informationen zum Zeitpunkt 

der Untersuchung vor. 

Die Deskription für die entzündlichen Dickdarmbiopsien erfolgt in Abbildung 19-C. 

Dargestellt werden neben der untersuchten Probenanzahl der Mittelwert, Minimum 

und Maximum für die einzelnen analysierten miRNAs pro Gruppe. In der Kontroll-

gruppe konnten bis auf die let-7d (n = 20) sowie die miR-141 (n = 22) alle 23 Biop-

sien pro miRNA analysiert werden. Auch bei den entzündlichen Biopsien aus dem 

Dickdarmgewebe von Morbus Crohn (n = 13), sowie den Colitis Ulcerosa-

Patienten (n =23) konnten alle Biopsien berücksichtigt werden. Von den ursprüng-

lich sechs Proben der Patienten mit einer infektiösen Kolitis blieben bei den miR-

NAs let-7d, miR-141, sowie miR-185 nur jeweils zwei Proben übrig. Aus diesem 

Grund wurde wegen der geringen Aussagekraft auf die Berücksichtigung der ein-

zelnen Werte bei der statistischen Auswertung verzichtet. 

Ausgewertet wurde bei fehlender Normalverteilung mit dem Kruskal-Wallis-Test zu 

einem angenommenen Signifikanzniveau von 5%. Dabei ergaben sich deutliche 

Hinweise auf einen Unterschied im Expressionsverhalten der einzelnen miRNAs 

zwischen den einzelnen Gruppen für die let-7d (p = 0,002), die miR-185 (p = 

0,054), die miR-374b (p = 0,043) sowie die miR-424 (p = 0,033). Der post-hoc-

Test erfolgte an Hand des Mann-Whitney-U Testes für diese miRNAs. Hinweise 

auf Unterschiede zeigten sich besonders bei der let-7d. Der deutlichste Unter-

schied lag dabei im Vergleich von Morbus Crohn mit Colitis ulcerosa mit einem p-

Wert <0,001. Auch zwischen der Kontrollgruppe und den Morbus Crohn-Patienten 

(p = 0,08) bestanden Unterschiede. Bei den miRNAs miR-185 (p = 0,022), miR-

374b (p = 0,04) sowie der miR-424 (p = 0,001) ergaben sich im Vergleich von 

Morbus Crohn mit Colitis ulcerosa deutliche Hinweise auf Abweichungen im Ex-

pressionsverhalten. Zusätzlich wies die miR-374b (p = 0,065) bei den entzündli-



Ergebnisse SEITE   79 

chen Dickdärmen deutlich niedrigere Werte für das relative Expressionsverhalten 

der Morbus Crohn-Patienten auf als bei den Kontrollen. 

Zusätzlich wurde noch eine gesonderte Analyse durchgeführt, bei der die miRNA-

Expression zwischen entzündetem Gewebe aus dem Bereich des Colon transver-

sums bei Morbus Crohn (n = 6) mit gesundem Gewebe aus dem Colon transver-

sum (n = 20) verglichen wurde (nicht dargestellt). Anlass dafür war eine zum Zeit-

punkt der Probensammlung und Probenauswertung noch nicht bekannte Publika-

tion von Wu F, Zhang S, Dassopoulos T, et al. in Ende 2010, welche die differen-

zierte miRNA-Expression in unterschiedlichen Darmabschnitten des Kolons be-

schrieb (252). Getestet wurde bei bestehender fehlender Normalverteilung zum 

Signifikanzniveau von p = 0,05 und einem Konfidenzintervall von 95% mit dem 

Mann-Whitney-U-Test. Dabei erwies sich lediglich let-7d mit einem p-Wert von p = 

0,014 im Rahmen der Entzündung als signifikant verändert. Auf Grund der Grup-

pengrößen stellt sich eine weiterführende differenzierte Testung aller einzelnen 

Kolonabschnitte als nicht sinnvoll dar, so dass darauf verzichtet wurde.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 19     A-C: Expressionsverhalten von miRNAs im Dickdarmgewebe bei entzündlicher Er-
krankung (MC = Morbus Crohn, CU = Colitis ulcerosa) im Vergleich zu den nicht entzündlichen Dick-
darmbiopsien der Kontrollgruppe (Ko). 
Abbildung A: Epidemiologische Darstellung des erfassten Kollektives 
Abbildung B: Graphische Darstellung des Expressionsverhaltens von miRNAs in Form von Boxplots; 
pro miRNA erfolgt die Darstellung der miRNA-Expression in der Kontroll- (Ko), Morbus Crohn- (MC), Colitis 
ulcerosa- (CU) und der infektiösen Kolitis- (IC) Gruppe. Bei den miRNAs let-7d, miR-141 und miR-185 wurde 
keine graphische Darstellung der Expression und eine statistische Auswertung für die infektiöse Kolitis-
Gruppe auf Grund von unzureichend validen Proben (n = 2) erstellt. 
Abbildung C: Statistische Auswertung der erhobenen Ergebnisse; Vortest: Kruskal-Wallis, post-hoc Test: 
Mann-Whitney-U-Test. Signifikanzniveau 5%; bei den geschwärzten Feldern wurde keine Testung durchge-
führt. 
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4.4.3 Expressionsverhalten der miRNAs im Bereich des terminalen Ileums 
bei Patienten mit Morbus Crohn im Vergleich zur Kontrollgruppe 

Insgesamt konnten fünf gesunde Kontrollen des terminalen Ileums gewonnen und 

analysiert werden. Diese Biopsien stammen von vier Frauen und einem Mann, 

welche zwischen 21 und 72 Jahren alt waren (Median: 48 Jahre). Die Kontrollen 

wurden mit Gewebe des terminalen Ileums von Patienten mit bereits bekanntem 

Morbus Crohn verglichen. Dabei bestand die Gruppe der Morbus Crohn Patienten 

aus einer mit gesundem Gewebe (n = 2 Patienten) sowie aus einer Gruppe mit 

florider Entzündung im Bereich des terminalen Ileums (n = 11 Patienten). Auf 

Grund der zu kleinen Gruppengröße von 2 Personen, wurde auf eine ausführliche 

Untersuchung der miRNA Expression unter Remissionsbedingungen verzichtet. 

Die Gruppe mit dem aktivierten Gewebe setzte sich aus fünf Frauen sowie sechs 

Männern mit einer Altersverteilung zwischen 21 und 65 Jahren zusammen (Medi-

an: 35 Jahre). Mesalamine (n = 4), Immunmodulatoren (n = 6) sowie Biologics (n= 

1) kamen als Therapie bei diesen zur Anwendung. Das mittlere Erkrankungsalter 

lag im Median bei 16,5 Jahren, wobei bei 5 Patienten nähere Angaben dazu fehl-

ten.  

Sowohl die Kontrollgruppe mit Biopsien aus gesundem als auch die Morbus 

Crohn-Gruppe mit Biopsien aus entzündetem Gewebe des terminalen Ileums wer-

den unter den Gesichtspunkten des Mittelwerts, Minimums und Maximums in der 

Abbildung 20-C beschrieben. Dabei konnte mit Ausnahme der let-7d (n = 4) alle 

fünf Biopsien in der Kontrollgruppe analysiert werden. In der Morbus Crohn Grup-

pe mussten bei der miR-185 vier Biopsien aus der Auswertung ausgeschlossen 

werden. Die statistische Auswertung erfolgt unter Berücksichtigung der Normalver-

teilung. Dabei wies die miR-185 als einzige miRNA in dieser Auswertung mit einer 

Schiefe von 0,84 eine Normalverteilung auf, so dass der t-Test für unabhängige 

Stichproben unter Berücksichtigung des Levene-Tests angewendet werden konn-

te. Der Levene-Test gibt hierbei erneut eine Aussage über die Varianzengleich-

heit, welche unter der Annahme eines p-Wert ≤0,10 angenommen wird (Homos-

kedastizität). Für die übrigen miRNAs erfolgte die statistische Auswertung bei feh-

lender Normalverteilung über den Mann-Whitney-U-Test. Die miRNAs let-7d, miR-

15a, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-22, miR-30e, miR-101 sowie miR-141 wur-

den mit dem Mann-Whitney Test untersucht. Hierbei ergaben sich keine signifikan-

ten Unterschiede auf ein verändertes relatives Expressionsverhalten im entzünde-

ten Gewebe des terminalen Ileums von Morbus Crohn Patienten im Vergleich zu 
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dem gesunden Korrelat der Kontrollgruppe. Deutliche Hinweise auf einen Unter-

schied im Expressionsverhalten zeichneten sich bei der in der Varianz homogen 

auftretenden miR-185 (Levene-Test: p = 0,034) mit einem p-Wert von p = 0,005 im 

t-Test, sowie bei der nicht-normalverteilten miR-424 mit einem p-Wert von p = 

0,013 im Mann-Whiteny-U Test ab. Ein weiterer Hinweis auf eine veränderte Ex-

pression weist die miR-374b mit einem p-Wert = 0,052 auf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 20     A-C: Expressionsverhalten von miRNAs im terminalen Ileum 
Abbildung A: Epidemiologische Darstellung des untersuchten Kollektives 
Abbildung B: Expression der miRNAs dargestellt in Form von Boxplots; Punkte symbolisieren Ausrei-
ßer; * = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,005, *** = p ≤ 0,001 
Abbildung C: Deskriptive Darstellung zur durchgeführten statistischen Analyse; der Levene-Test gibt 
eine Aussage über die Varianzengleichheit. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p ≤ 0,10 wurde von einer 
gleichen Varianzenverteilung ausgegangen. 
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4.4.4 Vergleich der miRNA-Expression von nicht-entzündlichem Kolonge-
webe zwischen Patienten mit Colitis ulcerosa und der Kontrollgruppe 

Die Gruppe mit dem nicht-entzündeten Gewebe bei Patienten mit Colitis ulcerosa 

besteht aus 11 Biopsien von zwei Frauen und neun Männern. Das Alter variierte 

dabei zwischen 20 bis zu 61 Jahren mit einem Median bei 51 Jahren. Jeweils ein 

Patient wurde mit Mesalaminen, Steroiden, Antibiotika, oder Biologics behandelt. 

Vier Patienten erhielten Immunmodulatoren. Bei zwei Patienten fand zum Zeit-

punkt der Untersuchung keine Therapie statt, ein Patient erwies sich bereits als 

Non-Responder auf die verabreichten Medikamente. Im Median waren die Patien-

ten bereits seid 20 Jahren erkrankt (Spannbreite 1 bis 29 Jahre). Auf Grund der zu 

kleinen Gruppengröße von Patienten mit einer infektiösen Colitis (n = 3), wurde 

diese nicht berücksichtigt. 

Die Abbildung 21 C stellt eine deskriptive Darstellung der erhobenen relativen Ex-

pressionswerte mit Angaben zu deren Mittelwert, Minimum und Maximum für die 

einzelnen miRNAs dar. Hierbei wurde ausschließlich nicht-entzündetes Dickdarm-

gewebe berücksichtigt. In der Kontrollgruppe konnten bei der let-7d (n = 20), miR-

141 (n = 22) sowie der miR-424 (n = 20) nicht alle der jeweils 23 Biopsien auf 

Grund von Messfehlern berücksichtigt werden. Auch in der Colitis ulcerosa Grup-

pe stellten sich drei Werte als Messartefakte heraus (jeweils ein Wert bei der miR-

19a, 19b, sowie der miR-101) und wurden somit ausgeschlossen. Die Analyse 

erfolgte auf Grund der weitgehend fehlenden Normalverteilung mit dem Kruskal-

Wallis-Test. Relevante Hinweise ergaben sich dabei zu einem Signifikanzniveau 

von 5% für die miR-18a (p = 0,006) sowie die miR-185 (p = 0,009). Als Hinweise, 

welche jedoch das Signifikanzniveau verfehlt haben, kann man außerdem die 

miR-15a (p = 0,085) sowie die miR-30e (p = 0,095) erachten. Anschließend erfolg-

te für diese miRNAs eine zweite statistische Analyse mit dem Mann-Whitney-U-

Test. Der Vergleich zwischen Kontrollgruppe und Colitis ulcerosa bestätigt die Un-

terschiede für die miR-18a (p = 0,009) sowie die miR-185 (p = 0,003). Der Ver-

gleich von Colitis ulcerosa mit Morbus Crohn zeigt keinen signifikanten Unter-

schied im Expressionsverhalten für die einzelnen miRNAs. 
Abbildung 21     A-C: Expressionsverhalten der miRNAs im gesunden Dickdarmgewebe von Patienten 
mit Colitis ulcerosa im Vergleich zum Kontroll- und Morbus Crohn-Kollektiv 
Abbildung A: Epidemiologische Präsentation der untersuchten Gruppen; Ko = Kontrollgruppe, CU = 
Colitis ulcerosa, MC = Morbus Crohn. Die Darstellung der Infektiösen Kolitis (n = 3) wurde auf Grund der zu 
kleinen Gruppengröße unterlassen.  
Abbildung B: Wiedergabe des Expressionsverhaltens an Hand von Boxplots; Statistische Auswertung 
an Hand eines Kruskal-Walis-Vortest mit anschließender Nachtestung über den Mann-Whitney-U-Tests bei 
fehlender Normalverteilung. * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001; 
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Abbildung C: Deskriptive Darstellung der angewandten Test; Darstellung des Mittelwerts, Minimums und 
Maximums; Erreichte der Kruskal-Wallis-Test ein Signifikanzniveau von 5% wurde eine Nachtestung vorge-
nommen. Da jeweils keine Normalverteilung vorlag, kam der Mann-Whitney-U-Test zum Einsatz. 
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4.4.5 Vergleich der miRNA-Expression bei Colitis ulcerosa-Patienten mit 
entzündeten Kolongewebe und dem nicht-entzündeten Kolongewebe 
der Kontrollgruppe 

Biopsien von entzündetem Gewebe wurden bei 23 Patienten mit Colitis ulcerosa 

analysiert. Darunter befanden sich 7 Frauen und 16 Männer. Die Altersverteilung 

lag zwischen 20 und 75 Jahren mit einem Median bei 50 Jahren. Die Erkran-

kungsdauer lag zwischen einer Erstdiagnose (0 Jahre) und 29 Jahren (Median 20 

Jahre). Ein Patient erhielt auf Grund der Erstdiagnose zum Untersuchungszeit-

punkt noch keine Therapie. Ein weiterer erhielt Mesalamine, ein anderer Antibioti-

ka. Zwei Patienten bekamen bedingt durch einen akuten Schub Steroide. Immun-

modulatoren (n = 11) sowie Biologics (n = 2) stellten die überwiegenden Therapien 

dar. Bei drei Patienten lagen keine Angaben vor, zwei Patienten waren bereits 

Non-Responder (vgl. Abbildung 22 A).  

Die Deskription für die entzündlichen Dickdarmbiopsien erfolgt in Abbildung 22 C. 

Dargestellt werden neben der untersuchten Probenanzahl der Mittelwert, das Mi-

nimum und Maximum für die einzelnen analysierten miRNAs pro Gruppe. In der 

Kontrollgruppe konnten bis auf die let-7d (n = 20) sowie die miR-141 (n = 22) alle 

23 Biopsien pro miRNA analysiert werden. Auch bei den entzündlichen Biopsien 

aus dem Dickdarmgewebe von Morbus Crohn (n = 13), sowie den Colitis ulcerosa 

Patienten (n =23) konnten alle Biopsien berücksichtigt werden. Von den ursprüng-

lich sechs Proben der Patienten mit einer infektiösen Kolitis blieben bei den miR-

NAs let-7d, miR-141, sowie miR-185 nur jeweils zwei Proben auf Grund techni-

scher Probleme übrig. Aus diesem Grund wurde auch hier wegen der geringen 

Aussagekraft auf die Berücksichtigung der einzelnen Werte bei der statistischen 

Auswertung verzichtet (geschwärzte Bereiche). Ausgewertet wurde bei fehlender 

Normalverteilung mit dem Kruskal-Wallis-Test zu einem angenommenen Signifi-

kanzniveau von 5%. Dabei ergaben sich deutliche Hinweise auf einen signifikan-

ten Unterschied im Expressionsverhalten der einzelnen miRNAs zwischen den 

einzelnen Gruppen für die let-7d (p = 0,002), die miR-185 (p = 0,054), die miR-

374b (p = 0,043) sowie die miR-424 (p = 0,033). Der post-hoc-Test erfolgte an 

Hand des Mann-Whitney-U Testes für diese miRNAs. Hinweise auf Unterschiede 

zeigten sich dabei besonders bei der let-7d. Der deutlichste Unterschied lag dabei 

im Vergleich von Morbus Crohn mit Colitis ulcerosa mit einem p-Wert <0,001. 

Auch zwischen der Kontrollgruppe und den Colitis ulcerosa Patienten (p = 0,075) 

bestanden Unterschiede. Bei den miRNAs miR-185 (p = 0,022), miR-374b (p = 
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0,04) sowie der miR-424 (p = 0,001) ergaben sich im Vergleich von Morbus Crohn 

mit Colitis ulcerosa deutliche Hinweise auf Abweichungen im Expressionsverhal-

ten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 22     A – C: Expressionsverhalten von miRNAs im entzündeten Kolon bei Patienten mit 
Colitis ulcerosa im Gruppenvergleich 
Abbildung A: Epidemiologische Darstellung zum untersuchten Kollektiv; KO = Kontrollgruppe, MC = 
Morbus Crohn, CU = Colitis ulcerosa, IC = Infektiöse Kolitis 
Abbildung B: Graphische Darstellung des Expressionsverhaltens an Hand von Boxplots; Vortest = 
Kruskal-Walis-Test, Nachtest = Mann-Whitney-U-Test. * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001  
Abbildung C: Deskriptive Darstellung der statistischen Auswertung; geschwärzte Bereiche zeigen an, 
dass hierin auf Grund der Gruppengröße kein Test durchgeführt werden konnte 
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4.4.6 Expressionsverhalten der miRNAs bei infektiöser Kolitis im Vergleich 
zur Kontrollgruppe 

Entzündliche Dickdarmareale bei einer infektiösen Kolitis lagen bei sechs unter-

suchten Patienten vor. Davon waren zwei weiblichen und vier männlichen Ge-

schlechts mit einem Altersmedian bei 66 Jahren (Spannbreite 31 bis 83 Jahre). 

Einer der Patienten nahm Antibiotika ein, die restlichen fünf Patienten erschienen 

ohne medikamentöse Vortherapie. 

Abbildung 23 C stellt deskriptiv die erzielten Ergebnisse für die Gruppe der infekti-

ösen Kolitis dar. Konnten in der Kontrollgruppe bis auf die let-7d (n = 20) sowie die 

miR-141 (n = 22) alle 23 Biopsien pro miRNA analysiert werden, mussten von den 

ursprünglich sechs Proben der Patienten mit einer infektiösen Colitis bei den miR-

NAs let-7d, miR-141 sowie miR-185 vier Proben auf Grund von Verunreinigungen 

im RNA-Gewinnungsverfahren ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurde 

auch bei diesen miRNA wegen der geringen Aussagekraft auf die Berücksichti-

gung der einzelnen Werte bei der statistischen Auswertung verzichtet (geschwärz-

te Bereiche). Ausgewertet wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test zu einem ange-

nommenen Signifikanzniveau von 5%. Dabei ergaben sich deutliche Hinweise auf 

einen Unterschied im Expressionsverhalten der einzelnen miRNAs zwischen den 

einzelnen Gruppen für die miR-185 (p = 0,054), miR-374b (p = 0,043) sowie die 

miR-424 (p = 0,033). Der post-hoc-Test erfolgte an Hand des Mann-Whitney-U 

Testes für diese miRNAs. Einen Unterschied zum Signifikanzniveau von 5% zeigte 

sich dabei ausschließlich bei der miR-374b mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 

p = 0,012 zwischen der Morbus Crohn- und der Infektiösen Kolitis-Gruppe. Für die 

miR-424 konnte zum Signifikanzniveau von 5% kein Unterschied festgestellt wer-

den, jedoch wies auch diese eine Tendenz zur veränderten Expression auf (p = 

0,072). 

 

 

 
Abbildung 23     A – C: Expressionsverhalten von miRNAs im entzündeten Kolon bei Patienten mit 
infektiöser Kolitis im Gruppenvergleich 
Abbildung A: Epidemiologische Darstellung zum untersuchten Kollektiv; KO = Kontrollgruppe, MC = 
Morbus Crohn, CU = Colitis ulcerosa, IC = Infektiöse Kolitis; 
Abbildung B: Graphische Darstellung des Expressionsverhaltens an Hand von Boxplots; Vortest = 
Kruskal-Walis-Test, Nachtest = Mann-Whitney-U-Test; Punkte symbolisieren Ausreißer * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 
0,005; *** = p ≤ 0,001  
Abbildung C: Deskriptive Darstellung der statistischen Auswertung; geschwärzte Bereiche zeigen an, 
dass hierin auf Grund der Gruppengröße kein Test durchgeführt werden konnte 
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4.4.7 Expressionsverhalten der miRNAs in Abhängigkeit vom Entzün-
dungsgrad der Erkrankung 

Zur Untersuchung von Veränderungen im miRNA-Expressionsverhalten in Abhän-

gigkeit vom Schweregrad der Entzündung wurden vier Kategorien gebildet. Je-

doch konnten nicht alle Proben berücksichtigt werden, da aus Kostengründen 

nicht zu jeder der miRNAs let-7d, miR-18a, miR-185 und miR-424 das Expressi-

onslevel gemessen wurde. Außerdem wurden ausschließlich Messungen der 

miRNA-Expression im Dickdarmgewebe berücksichtigt.  

Die erste Kategorie bildeten Patienten mit einem entzündungsfreien Darm zum 

Zeitpunkt der Untersuchung, wobei sowohl die Kontrollgruppe als auch die Morbus 

Crohn und Colitis ulcerosa Gruppe mit jeweils neun Patienten gleich groß ausfie-

len. Die deskriptiven Angaben zur Geschlechts- und Altersverteilung, Therapie 

und Erkrankungsdauer können der Abbildung 24 Abschnitt A entnommen werden. 

Die zweite Kategorie bildeten Patienten mit einer sowohl endoskopisch wie auch 

pathologisch beurteilten leichtgradigen Inflammation. Dabei konnten erneut neben 

den bereits genannten 9 Vorsorgepatienten 9 weitere Patienten mit Colitis ulcero-

sa mit einem Altersmedian bei 49 Jahren und einer Erkrankungsdauer zwischen 7 

und 29 Jahren erfasst werden. In der Morbus Crohn Gruppe zeigten jedoch nur 3 

Patienten eine leichtgradige Entzündung. Der Altersmedian lag hierbei bei 43 Jah-

ren mit einer Erkrankungsdauer zwischen 16 und 30 Jahren. In beiden Erkran-

kungsgruppen dominierte die Therapie mittels Immunmodulatoren.  

Die dritte Kategorie beinhaltete die Patienten mit einer mittelgradigen Entzündung. 

Auch hierin unterschieden sich die Gruppengrößen mit 7 Colitis ulcerosa und 5 

Morbus Crohn im Vergleich zu den 9 gesunden Vorsorgepatienten voneinander.  

In der letzten Kategorie befanden sich 8 hochgradig entzündete Biopsien von 

Morbus Crohn Patienten und 9 von Colitis ulcerosa Patienten. Die Patienten mit 

Morbus Crohn lagen dabei mit einem Altersmedian von 41,5 Jahren um 9,5 Jahre 

niedriger als bei Colitis ulcerosa (Altersmedian: 51 Jahre). Auch die Erkrankungs-

dauer lag mit einem Median von 18 Jahren bei Morbus Crohn niedriger als bei Co-

litis ulcerosa (Median: 23 Jahre). Die Therapie mit Immunmodulatoren stellte bei 

beiden Erkrankungen bei gleich vielen Patienten (n = 5) die vorherrschende The-

rapievariante dar. 

Die statistische Auswertung erfolgte an Hand des Kruskal-Wallis-Tests und wurde 

vom Mann-Whitney-U-Test bei einem Großteil der Untersuchungen weitergeführt. 
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Eine Ausnahme stellten jedoch die Untersuchung von leichtgradig, mittelgradig 

und hochgradig entzündetem Kolongewebe bei Morbus Crohn im Vergleich zu 

leicht-, mittel- und hochgradig entzündetem Kolongewebe bei Colitis ulcerosa dar. 

Auf Grund von bestehender Normalverteilung bei den miRNAs miR-19b, miR-30e, 

miR-374b und miR-424 konnte der t-Test für unverbundene Stichproben ange-

wendet werden. Die entsprechenden Signifikanzniveaus wurden mit einem ”*” in 

der Abbildung 24 C besonders gekennzeichnet (* = zwischen 0,05 und 0,01; ** = 

zwischen 0,01 und 0,001; *** = kleiner als 0,001). In der Auswertung zeigte sich, 

dass die miR-18a sowohl bei Morbus Crohn (p = 0,007) als auch bei Colitis ulce-

rosa (p = 0,009) im Rahmen einer Remission eine Veränderung in ihrem Expres-

sionsverhalten im Vergleich zum Kontrollgewebe aufweist. Dabei lag die miRNA-

Expression unabhängig vom Entzündungszustand des Gewebes unter der miRN-

A-Expression der Kontrollgruppe, wobei jedoch kein weiterer statistischer Unter-

schied nachgewiesen werden konnte. Jedoch veränderte sich im Rahmen des 

entzündlichen Geschehens die Expression der miRNAs let-7d, miR-185 und miR-

424 insbesondere bei Colitis ulcerosa. Bei der miRNA let-7d zeigt sich im Rahmen 

der leichtgradigen und mittelgradigen Entzündung ein zunehmender Anstieg der 

miRNA-Expression. Befand sich im nicht entzündeten Colitis ulcerosa-Gewebe 

des Dickdarms eine miRNA-Expression von 0,5, erhöhte sich dieser Expressions-

level auf 2,5 im leichtgradigen und auf 4,7 im mittelgradig entzündeten Gewebe. 

Im Rahmen der schwergradigen Entzündung blieb jedoch nur die Spannbreite der 

miRNA-Expression mit dem mittelgradigen Entzündungsgrad vergleichbar, wohin-

gegen der Mittelwert wieder auf das Ausgangslevel vom nicht entzündlichen Ge-

webe abfiel (vgl. hierzu Boxplots der Abbildung 24 B). 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 24     A-C: Entwicklung der miRNA-Expression in Abhängigkeit vom in der Histologie beur-
teilten Entzündungsgrad; berücksichtigt wurden ausschließlich Proben aus dem Dickdarm 
Abschnitt A: Deskription des untersuchten Kollektives 
Abschnitt B: Darstellung der miRNA-Expressionslevel in Abhängigkeit vom Entzündungsgrad 
Abschnitt C: Statistische Testergebnisse der vom Entzündungsgrad abhängenden miRNA-
Expression; grün = p < 0,05 bei Morbus Crohn, rot = p< 0,05 bei Colitis ulcerosa, orange = p < 0,05 im Ver-
gleich Morbus Crohn versus Colitis ulcerosa 
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4.5 Zusammenfassende Darstellung der erzielten Ergebnisse 
Für Morbus Crohn zeigten sich deutliche Hinweise für Unterschiede im Expressi-

onsverhalten von entzündetem zu gesundem Dickdarmgewebe bei der miRNA 

let-7d, miR-15a sowie miR-22. Tendenzen für mögliche Unterschiede wiesen die 

miR-30e sowie die miR-141 auf. 

Bei dem Vergleich von entzündetem Dünndarm zu gesundem Dickdarm zeichne-

ten sich andere miRNAs als besonders relevant ab: Nun waren die miRNAs miR-
374b sowie miR-424 in ihrem Expressionsverhalten deutlich verändert. Für die 

miR-185 zeichneten sich Tendenzen für eine Veränderung ab. 

In der Colitis ulcerosa Gruppe zeichneten sich in der Summe Expressionsverän-

derungen für die miRNAs let-7d, miR-185 und miR-424 im Kolongewebe ab. 

Die Abbildung 25 stellt eine Zusammenfassung der errechneten p – Werte dar. 

Die miRNA let-7d (p = 0,033) für Colitis Ulcerosa, sowie die miRNAs miR-30e (p = 

0,042), miR-141 (p = 0,05) sowie die miR-185 (p = 0,088) waren dabei nicht nur in 

der miArray Analyse als mögliche relevante miRNAs aufgefallen, sondern konnten 

auch in den gezielteren Untersuchungen bestätigt werden. Auffällig war dabei, 

dass die miRNA let-7d jedoch nicht nur für die Colitis ulcerosa, sondern auch für 

Morbus Crohn (verbundener, sowie unverbundener Vergleich) eine relevante Be-

deutung hat. Außerdem erwiesen sich im Gegensatz zum miArray Ergebnis die 

miRNAs miR-15a, miR-18a, miR-374b und miR-424 als Hinweise für ein unter-

schiedliches Expressionsverhalten. Dabei spielen besonders die miRNAs miR-

374b und die miR-424 eine besondere Rolle in der Differenzierung zwischen Coli-

tis ulcerosa und Morbus Crohn, wobei diese beiden miRNAs besonders ausge-

prägte Veränderungen im Bereich des terminalen Ileums aufweisen. 

 

 

 

 

 
Abbildung 25     Zusammenfassende Ergebnisdarstellung der durchgeführten Tests; dargestellt werden 
die Irrtumswahrscheinlichkeiten in allen analysierten Kategorien für jede der 12 untersuchten miRNAs. Das 
Signifikanzniveau wurde auf 5% festgelegt. Rot eingefärbte Felder symbolisieren relevante miRNA-
Expressionsveränderungen bei Patienten mit Colitis ulcerosa (CU). Grün eingefärbte Felder heben die Verän-
derung in der Kategorie Morbus Crohn hervor (MC). Orange Felder verweisen auf Veränderungen zwischen 
den Erkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Veränderungen in der Expression bei infektiöser Colitis 
(IC) werden durch gelbe Felder hervorgehoben. Ergaben sich im Kruskal-Wallis-Test Hinweise auf signifikante 
Veränderungen in der miRNA-Expression, so wurden diese werteenthaltenden Felder grau eingefärbt. Wurde 
das Signifikanzniveau von 5% nicht erreicht, jedoch ein Niveau von 10%, so wurden diese Werte ebenfalls fett 
hervorgehoben und als Tendenz in Richtung einer Veränderung gewertet. Graue Felder ohne Werte markie-
ren die Nichtdurchführbarkeit einer Analyse auf Grund zu geringer Gruppengröße. 
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4.6 Analyse von Datenbankinhalten zu den in der Expression veränderten 
miRNAs 

Die Datenbanken „miRBase“ des Sanger-Instituts sowie die Inhalte der „GeneOn-

tology“-Datenbank wurden in dieser Arbeit in einer einzigen Datenbank zusam-

mengefasst. Diese ermöglicht die Abfrage von Informationen, an welcher Stelle 

(Lokalisation), in welcher Funktion und in welchem Pathway sich die von den 

miRNAs regulierten Proteine befinden. Außerdem wurde die direkte Auszählung 

und Darstellung der regulierten Proteine auf diese Weise ermöglicht. Die vollstän-

dige Darstellung von Lokalisation, Funktion und Pathway erfolgt beispielhaft im 

folgenden Kapitel, wurde jedoch bei mangelnder Aussagekraft im Verlauf verlas-

sen. 

4.6.1 Expressionsveränderungen der let-7d und der miR-22 im Rahmen ei-
nes floriden Morbus Crohn mit Befall des Kolons 

Bei Morbus Crohn zeigten sich im Rahmen eines Entzündungsschubes im Bereich 

des Kolons insbesondere Veränderungen der miRNAs let-7d und miR-22. Die ge-

meinsame Datenbankauswertung lieferte zu diesen miRNAs folgende Daten: 

Die durch diese miRNAs regulierten Proteine befanden sich im Bereich von Orga-

nellen und derem Umfeld wie dem Cytosol (36%) sowie im Bereich des Plasma-

membransystems (32%). Besonders viele dieser regulierten Proteine waren im 

Mitochondrien, dem endoplasmatischen Retikulum mit dem Golgi-Apparat und 

dem Cytoskelett zu finden. Bezüglich des Plasmamembransystems ließen sich 

jedoch keine besonders präferierten Strukturen, wie etwa Transportkanäle, Zel-

loberflächenstrukturen oder Zellverbindungsstrukturen abgrenzen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gemeinsame Loka-
lisation der durch 

die miRNAs 
let7d und miR 22 

regulierten Proteine 

Abbildung 26     Lokalisation der durch die miRNAs let-7d und miR-22 regulierten Proteine 
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Mit 64% der Gesamtsumme waren die regulierten Proteine primär in Bindungspro-

zessen involviert, und banden im Rahmen dessen etwa an andere Proteine (n= 

1310) und Nukleinsäureverbindungen wie RNA und DNA (n= 690) an. Die zweit-

größte Gruppe mit 19% der Gesamtsumme stellten Proteine dar, welche für En-

zymfunktionen insbesondere aus dem Bereich katalytischer Reaktionen (n= 814) 

benötigt wurden. 

In der Beurteilung der betroffenen Pathways zeigte sich mit jeweils 19% der Ge-

samtsumme eine nahezu gleichwertige Inanspruchnahme von metaboli-

schen/synthetischen Prozessen besonders aus dem Bereich der Biosynthese (n= 

305), von Regulationspathways mit besonderer Beeinflussung von Transkriptions-

prozessen (n= 405) und von Antwortreaktions-Prozessen im Rahmen von Signal-

transduktionwegen (n= 299). Transportprozesse stellten mit 11% und Immunsys-

tem-Antworten mit 7% weitere Pathways dar. 

Gemeinsame Funktion 
der durch die miRNAs 

let7d und miR-22 
regulierten Proteine 

Abbildung 27     Funktion der durch die miRNAs let-7d und miR-22 regulierten Proteine 
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Abbildung 28     Pathways, der durch die miRNAs let-7d und mIR-22 regulierten Proteine 

Tabelle 26 stellt die 10 häufigsten Proteine dar, welche von den miRNAs let-7d 

und miR-22 reguliert werden könnten. Für das in 9 Prozesse involvierte Protein 

C6orf98 wurde aktuell noch keine Untersuchungen unternommen (Einträge zu 

diesem unter Pubmed NCBI= 0) und es konnte bisher auch noch keine Involvie-

rung im Rahmen von Erkrankungsprozessen festgestellt werden. Ebenfalls fehlen 

im Zusammenhang zu Morbus Crohn Untersuchungen zu dem Protein ZDHHC16, 

welches über c-Abl eine pro-Apoptotische Bedeutung besitzt. Spannend, jedoch 

für chronisch-entzündliche Darmerkrankungen bisher noch nicht belegt, war das 

Protein PLEKHG5. Dieses ist in der Aktivierung des NF-ĸB und des MAP-Kinase 

Signalweges involviert und somit für die Einleitung von Apoptose-Reaktionen not-

wendig. Im Rahmen von Kolon-Karzinomen konnte das Tropomyosin3 (TPM3) 

nachgewiesen werden, welches sich ebenfalls unter den regulierten Proteinen be-

findet. 

 
Tabelle 26     Die 10 am häufigsten von den miRNAs let-7d und miR-22 regulierten Proteine 
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14 regulierte Proteine nahmen direkten Einfluss auf die Funktion „Cytokine activi-

ty“ und haben somit direkten Einfluss auf Immunsystem-Pathways. Immunsystem-

Pathways (vgl. Tabelle 27) waren etwa die Einleitung von Abwehrmechanismen 

gegen Viren (via Interferone) und Bakterien (via Interleukine), die Antigen-

Prozessierung und Präsentation von Peptiden oder Polysacchariden über MHC II-

Moleküle, die Aktivierung des Komplementsystems, die Einleitung von Immunant-

worten mit Chemotaxis (via Chemotaxine) und letztlich die Entwicklung einer Ent-

zündungsreaktion bis hin zur Einleitung von Apoptose-Vorgängen. 

GOID Pathway miRNA N 

GO:0051607 defense response to virus hsa-miR-22 8 

GO:0002504 antigen processing and presentation of peptide or polysaccharide 
antigen via MHC class II hsa-miR-22 9 

GO:0006958 complement activation, classical pathway hsa-miR-22 9 
GO:0042742 defense response to bacterium hsa-let-7d 10 
GO:0007166 cell surface receptor linked signal transduction hsa-miR-22 11 
GO:0006952 defense response hsa-miR-22 13 
GO:0006935 chemotaxis hsa-let-7d 15 
GO:0006954 inflammatory response hsa-miR-22 23 

GO:0043123 positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB cascade hsa-let-7d 26 

GO:0006955 immune response hsa-miR-22 57 
Tabelle 27     Durch die miRNAs let-7d und miR-22 gemeinsam regulierte Pathways aus dem Bereich 
der Immunsystemantwort; GOID = Identifikationsnummer in der Gene-Ontology Datenbank; N = Anzahl der 
Treffer; Stand 09/2011 

Die Interaktion der regulierten Proteine für den Bereich „Immunsystemprozesse“ 

wurde durch ClueGO ausgewertet und ist in der Abbildung 29 dargestellt. Es zeig-

ten sich drei gruppierte sowie drei nicht gruppierte Terme. Die hellgrüne Funkti-

onsgruppe wurde durch den Hauptaspekt „Negative regulation of T-cell receptor 

signaling pathway“ angeführt und betraf die Regulation des T-Zell-Rezeptors. Das 

hiermit am meisten assoziierte Gen war FAS (TNF receptor superfamily member 

6). Die dunkelgrün hervorgehobene Gruppe kam aus dem Funktionskreis der T-

Zell Selektion im Thymus und wurde durch den Hauptaspekt „negative thymic T 

cell selection“ angeführt. Das zentrale Gen dieser Gruppe war PHPT1 (Phospho-

histidine phosphatase 1). Durch das Gen CALCA (calcitonin-related polypeptide 

alpha) waren die Funktionen „positive regulation of macrophage differentiation“ 

und „negative regulation of osteoclast differentiation“ miteinander assoziiert. Der 

Lectin-Pathway wurde zweimal dargestellt. Zum einen in Bezug mit dem Gen 

MICA (MHC class I polypeptide-related sequence A) rezeptorgesteuerter Signal-
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weg, zum anderen in Bezug mit dem Gen SERPING1 (serpin peptidase inhibitor, 

clade G (C1 inhibitor), member 1) als negativer Regulator der Komplementaktivie-

rung. Außerdem wurde der Term des „nucleotide-binding oligomerization domain 

containing 2 signaling pathway“ in Verbindung mit dem Gen RELA (v-rel reticulo-

endotheliosis viral oncogene homolog A (avian)) gezeigt. 

 
Abbildung 29     Interaktionsnetzwerke der durch die miRNAs let-7d und miR-22 regulierten Proteine 
aus dem Bereich der Immunsystemprozesse 

4.6.2 Expressionsveränderungen der miRNAs miR-30e, miR-185, miR-374b 
und miR-424 im Rahmen eines floriden Morbus Crohn mit Befall des 
terminalen Ileums 

Die miRNAs miR-30e, miR-185, miR-374b und miR-424 wiesen im Rahmen einer 

Entzündung im terminalen Ileum Veränderungen in ihrer Expression auf. Die regu-

lierten Proteine nahmen dabei Funktionen innerhalb von Organellen sowie im Cy-

tosol (39%), in der Plasmamembran (31%), dem Zellkern (19%) und dem Extrazel-

lularraum (8%) ein. Am häufigsten waren die Proteine in den Organellen Mito-

chondrium (n = 334), endoplasmatisches Retikulum (n = 303), Golgi-Apparat (n = 

241) und im Cytoskelett (n= 221) lokalisierbar. Die Angaben zu der Lokalisation im 

Bereich des Plasmamembransystems, des Zellkerns und des Extrazellularraumes 

konnten nicht zielführend präzisiert werden.  
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Die meisten der regulierten Proteine gingen Bindungen (68%) mit anderen Protei-

nen (n= 2605) ein. Aber auch Nukleinsäuren (n= 1376) sowie Ionen (n= 1154) 

stellten weitere Zielstrukturen dar. Eine weitere Funktion war mit 19% bei enzyma-

tischen Reaktionen insbesondere in Katalyseprozessen anzutreffen (n= 1404), 

wobei 68 Proteine Enzymfunktionen regulierten. 

Proteine für die Regulation von Transkriptions- (n= 824) und Apoptoseprozessen 

(n= 229) wurden mit 21% am meisten durch die miRNAs miR-30e, miR-185, miR-

374b und miR-424 reguliert. 18% der Proteine waren in metabolischen und in Syn-

theseprozessen involviert. Im Rahmen von Antwortreaktionen mit Funktionen im 

Bereich der Signalwege (n= 535) und der Reaktion auf Stressoren (wie etwa Me-

dikamente, Toxine, etc…) (n= 266) waren 16% der regulierten Proteine beteiligt. 

Transportprozesse innerhalb der Zelle (n= 175) und von Ionen (n=173) stellten mit 

10% einen weiteren Anteil der möglicherweise regulierten Pathways dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das Protein ZMYM1 wurde über 12 unterschiedliche Mechanismen von den miR-

NAs miR-30e, miR-185, miR-374b und miR-424 reguliert. Drei wissenschaftliche 

Gemeinsame Regulation 
durch die miRNAs 
miR30e_miR185_  
miR374b_miR424 

Pathway 

Abbildung 30,      Pathway der durch die miRNAs miR-30e, miR-185, miR-374b und miR-424 
regulierten Proteine 
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Untersuchungen zu diesem Protein ließen sich im August 2011 auf den Seiten von 

pubmed.org finden, wobei jedoch in keiner dieser Untersuchung Fragen in Bezug 

auf die Auswirkung auf Krankheitsprozesse gestellt wurden. Im Gegensatz dazu 

stand jedoch das am zweithäufigsten von diesen miRNAs regulierte Protein. Die-

ses war über den CD-40 Rezeptor in unmittelbaren Zusammenhang mit chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen zu bringen. Die jeweiligen Pubmed-

Identifikationsnummern in Klammern (siehe Tabelle 28) verweisen auf Publikatio-

nen, durch die die Bedeutung bei einer Colitis ulcerosa und einem Morbus Crohn 

dargelegt wurde. Im Zusammenhang von Untersuchungen am Gewebe von Kolon-

Carzinomen konnten die Proteine SAT1 (n= 7), Aprataxin (APTX, n= 7) und 

REV3L (n= 6) als verändert exprimiert herausgearbeitet werden. Diese Proteine 

wurden ebenfalls von diesen miRNAs reguliert. Im Rahmen des Erkrankungspro-

zesses von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen wurde das Auftreten von 

Stressgranula beschrieben. Das von den oben beschriebenen miRNAs regulierte 

Protein TDRD3 (n= 6) stand in einem Zusammenhang mit der Entwicklung von 

Stressgranula. 

 
Tabelle 28     Die 10 am häufigsten durch die miRNAs miR-30e, miR-185, miR-374b und miR-424 regu-
lierten Proteine 

Unter Betrachtung, in welchen Pathways die regulierten Proteine möglicherweise 

beteiligt sind (vgl. Tabelle 29), fielen besonders Prozesse der Notch- und des NF-

kB Kaskade auf. Diese können nicht nur Apoptose- und Inflammationsprogramme 

der Zelle beeinflussen, sondern stehen im unmittelbaren Zusammenhang mit Mor-

bus Crohn. 
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GOID Pathway miRNA N 

GO:0042100 B cell proliferation hsa-miR-424 15 

GO:0007219 Notch signaling pathway hsa-miR-185 16 
GO:0009615 response to virus hsa-miR-374b 19 

GO:0006952 defense response hsa-miR-374b 20 

GO:0006979 response to oxidative stress hsa-miR-30e 20 
GO:0043123 positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB cascade hsa-miR-30e 21 
GO:0045087 innate immune response hsa-miR-30e 23 

GO:0006935 chemotaxis hsa-miR-30e 24 

GO:0008219 cell death hsa-miR-424 31 

GO:0006917 induction of apoptosis hsa-miR-185 33 

GO:0044419 interspecies interaction between organisms hsa-miR-30e 48 

GO:0006954 inflammatory response hsa-miR-374b 66 

GO:0006955 immune response hsa-miR-424 80 

GO:0006915 apoptosis hsa-miR-185 83 
Tabelle 29     Durch die miRNAs miR-30e, miR-185 , miR-374b und miR-424 gemeinsam regulierte   
Pathways aus dem Bereich Immunsystemantworten und damit zusammenhängende Signalwege 

Im Rahmen der Untersuchung der Proteininteraktion für den Bereich Immunsys-

temprozesse wurden durch die Softwareanalyse drei gruppierte Terme und zwei 

ungruppierte Funktionsgruppen identifiziert (vgl. Abbildung 31). Die Regulation des 

Klassenswitches von Antikörpern stellt die Kernkomponente der ersten Funktions-

gruppe dar, wobei jegliche Proteine dieser Gruppe durch das CD40-Gen unterei-

nander assoziiert waren. Weitererhin ließen sich Gruppen mit den Hauptaspekten 

der positiven Regulation des Signalweges eines T-Zell-Rezeptors (hellgrüne 

Gruppe) sowie der positiven Regulation des Signalweges der MyD88-abhängigen 

Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (hellblaue Gruppe) darstellen. Das verknüp-

fende Gen der hellgrünen Gruppe war LCK, welches für lymphocyte-specific pro-

tein tyrosine kinase steht. Die hellblaue Gruppe wurde durch das Gen „myelin oli-

godendrocyte glycoprotein“ (MOG) beeinflusst. Ungruppierte Terme stellten der 

Toll-like-Rezeptor 9 Signalweg mit dem assoziierten Gen TNIP2, sowie die positi-

ve Regulation der Monozytendifferenzierung über das Gen CTNNBIP1 dar. 
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Abbildung 31     Interaktionsnetzwerk der durch die miRNAs miR-30e, miR-185, miR-374b und miR-424 
regulierten Proteine aus dem Bereich Immunsystemprozesse 

4.6.3 Expressionsveränderungen der miRNAs let-7d, miR-185 und miR-424 
im Rahmen einer floriden Colitis ulcerosa mit Befall des Kolons  

Die vier häufigsten Lokalisationen der durch die miRNAs let-7d, miR-185 und miR-

424 regulierten Proteine stellen mit 37% die Organellen mit ihrer Umgebung in 

Form des Zytosols, mit 32% das Plasmamembransystem, mit 19% der Bereich 

des Zellkerns und mit schließlich 10% der Extrazellularraum dar. In den Mito-

chondrien (n= 272), dem endoplasmatische Retikulum (n = 242), und dem Golgi-

Apparat (n= 200) waren dabei die meisten dieser Proteine innerhalb der Organel-

len anzutreffen. In Bezug auf das Plasmamembransystem befanden sich die meis-

ten der Proteine auf der Zelloberfläche (n = 566). 99 Proteine waren in den Chro-

mosomen und in Strukturen für die Zellteilung im Zellkern zu finden.  

Rund 2/3 der regulierten Proteine nahmen eine Funktion im Rahmen von Binde-

prozessen ein (66%). Dabei wurden besonders Bindungen mit Proteinen (n= 

1974), aber auch Bindungen mit Nukleinsäuren (n= 1004) sowie mit Ionen (n= 

876) eingegangen. 19% der übrigen Proteinfunktionen bezogen sich auf enzyma-

tische Prozesse, wobei auch hier die katalytische Effekte (n= 1074) im Vorder-

grund standen.  
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In der Betrachtung der Proteineinbindung in die einzelnen Pathways zeigte sich 

ein ausgewogenes Bild. Pathways für metabolische und biosynthetische Prozesse 

wurden von rund 19% der regulierten Proteine beschritten. 18% der Proteine wa-

ren in Regulationspathways eingebunden, wobei erneut der Regelung von Tran-

skriptionsprozessen (n= 522) eine besondere Bedeutung zukam. Rund 191 Prote-

ine waren in Prozesse der Apoptose involviert. Antwortreaktionen symbolisierten 

mit einer Beteiligung von 15% der Proteine den dritten Block. Besonders Stressre-

aktionen (n= 132), aber auch die Beteiligung an Signalwegen etwa im Rahmen 

von Stimulation an Rezeptoren der Zelle (n= 112) stellten die Beteiligungsfelder 

dieser Proteine dar. Im Rahmen von Entwicklungsprozessen waren einige Protei-

ne in der Organogenese (n= 397) beteiligt (11%). Auch Transportprozessen (10% 

der Proteine) besonders im intrazellulären Bereich (n= 160) kamen ein weitere 

wichtige Beteiligung zu. Besonders ausgeprägt war mit 7% die Beteiligung der 

Proteine an den Immunreaktionsmechanismen. Auffällig war zudem auch der ho-

he Anteil an Proteinen in neurologsichen Systemprozessen (n= 135, 6% Gesamt-

anteil). 

Gemeinsame Regulation 
durch die miRNAs 

let7d_miR185_miR424 
Pathway 

Abbildung 32     Pathway der durch die miRNAs let-7d, miR-185 und miR-424 regulierten Proteine 
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Im Rahmen der Betrachtung der 10 am häufigsten durch die miRNAs let-7d, miR-

185 und miR-424 regulierten Proteine fiel erneut das CD40-Molekül als Oberflä-

chenrezeptor aus der TNF-Rezeptor Familie mit 11 parallelen Nennungen auf. 

Erneut waren hinter dem Erkrankungsbild der Colitis ulcerosa sowie des Morbus 

Crohn Artikel (in Klammern stehen die Pubmed-Identifikationscodes) zu finden, 

welche den Bezug dieses Proteins mit der Erkrankung an Hand wissenschaftlicher 

Untersuchungen darstellte. Dem SPRR2F Protein kam im Rahmen der erworbe-

nen Barrierefunktion des Gastrointestinaltraktes eine besondere Rolle zu. An 

Hand von Untersuchungen von kolorektalen Carzinomen konnten das Proteine 

Aprataxin (APTX) als auffällig herausgearbeitet werden. Eben dieses Protein wur-

de ebenfalls durch die herausgearbeiteten miRNAs an 6 unterschiedlichen Stellen 

beeinflusst. Im Rahmen einer Colitis ulcerosa-Erkrankung kam es ebenfalls zu 

Veränderungen im Bereich der Konzentration an Sperminoxidase (SMOX). Die 

miRNAs nahmen auch auf diese in Rahmen von 6 Prozessen Einfluss. Der NF-ĸB 

Signalweg sowie der Signalweg über die MAP-Kinase konnten als relevante Ziel-

wege im Pathogeneseprozess von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen 

herausgearbeitet werden. Die von den oben genannten miRNAs regulierten Prote-

ine PLEKHG5 und LCK waren ebenfalls in diesen Signalwegen involviert, wobei 

besonders das Protein LCK zusätzliche Funktionen in der Regulation von periphe-

ren T-Helfer-2-Zellen und deren Entwicklung aufwies. Auch die Signalwege 

STAT1 und STAT5 wurden beeinflusst. 

 
Tabelle 30     Die 10 am häufigsten durch die miRNAs let-7d, miR-185 und miR-424 regulierten Proteine 

In der Abbildung 33 wird das Interaktionsnetzwerk für die Proteine dargestellt, 

welche durch die miRNAs let-7d, miR-185 und miR-424 reguliert werden. 
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Abbildung 33     Interaktionsnetzwerk der durch die mIRNAs let-7d, miR-185 und mIR-424 regulierten 
Proteine 

Dabei ergaben sich drei farblich hervorgehobene Interaktionsgruppen. Diese be-

standen aus der positiven Regulation des Isotypenswitches von Antikörpern zur 

Klasse der IgG-Antikörpern (dunkelgrün, assoziiertes Gen CD40), der positiven 

Regulation des Signalweges ausgehend vom T-Zell-Rezeptor (hellgrün, assoziier-

tes Gen LCK) sowie der positiven Regulation des Signalweges von MyD88-

abhängigen Toll-like-Rezeptoren (hellblau, assoziiertes Gen MOG). Sieben Inter-

aktionen lagen ungruppiert vor. Dabei handelt es sich im Wesentlichen um die 

durch den Lecitin-Pathway regulierte negative Komplementaktivierung, der positi-

ven Regulation der Monozytendifferenzierung, weiteren stimulierenden wie re-

pressiv wirkenden Beeinflussungen der Regulationen des T-Zell-Rezeptor- und 

des Antigen induzierten Signalweges, sowie der Aktivierung von Toll-like Rezepto-

ren der Klasse 9.  

4.6.4 Expressionsveränderungen der miRNAs miR-18a und miR-185 im 
Rahmen der Remission 

Die miRNAs miR-18a sowie auch die miR-185 wiesen zeitgleich Veränderungen 

im Rahmen der Remission auf, so dass auch diese beiden miRNAs gemeinsam 

auf ihre möglichen Auswirkung auf Proteine an Hand der Datenbankaussagen 

ausgewertet wurden. Die von diesen regulierten Proteine ließen sich mit 38% der 
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Gemeinsame Regulation 
durch die miRNAs 
miR18a_miR185 

Pathway 

Gesamtsumme in Organellen und dem Cytosol lokalisieren. Als bevorzugte Orga-

nelle ließ sich das endoplasmatische Retikulum mit 150 Treffern identifizieren, 

wobei auf dieses der Golgi-Apparat (n= 141), das Cytoskelett (n= 136) und das 

Mitochondrium (n= 123) folgten. Im Plasmamembransystem waren weitere 33% 

der Proteine anzutreffen, wobei sie besonders im Rahmen von Kanalstrukturen 

(n= 435) anzutreffen waren. Der Zellkern umfasst den dritten Ortungsblock mit 

rund 18% der Proteine. 
Die Funktion der meisten Proteine lag erneut im Bereich von Bindungsaufgaben 

(67%), wobei neben anderen Proteinen (n= 1288) auch Nukleinsäuren (n= 578) 

sowie Ionen (n= 514) gebunden wurden. 18% aller Proteine waren Enzymfunktio-

nen insbesondere im Rahmen von Katalyseprozesssen (n= 632) zuzuordnen. Sig-

naltransduktionen stellten mit einer Beteiligung von rund 5% den dritten Block der 

Proteinfunktionen dar, wobei besonders Funktionen im Bereich der Rezeptorbin-

dung mit 138 Nennungen zum Tragen kamen. Rezeptorbindungen im Rahmen 

von Funktionen des Immunsystems (n= 42) fielen mit 1% der Gesamtsumme der 

regulierten Proteine eher gering aus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mit 22% stellten die metabolischen und synthetischen Prozesse insbesondere in 

Bezug auf die Biosynthese (n= 544) von Produkten den primären Anteil dar. Regu-

lations- und Antwortreaktions-Pathways wurden von jeweils 16% der regulierten 

Proteine beeinflusst. 10% der Proteine nahmen Einfluss auf Transportvorgänge 

Abbildung 34     Pathway der durch die miRNAs miR-18a und miR-185 regulierten Proteine im 
Rahmen einer Remission 
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insbesondere von Ionen (n= 108). Auch Immunsystem-Antworten waren mit einem 

Anteil von 8% von diesen Proteinen betroffen. 

Das am meisten von den miRNAs miR-18a und miR-185 beeinflusste Protein war 

SPRR2F (n= 11), welches jedoch aktuell noch in keinen Zusammengang mit einer 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankung gebracht werden konnte. Lediglich das 

Protein MICA (n= 5) konnte bereits in anderen wissenschaftlichen Untersuchun-

gen zu chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen als in seiner Konzentration 

verändert dargelegt werden und wurde durch die miR-18a und miR-185 gemäß 

den Aussagen der Datenbank beeinflusst. STMN1 (n= 5) konnte im Zusammen-

hang mit der Metastasierung von Kolon-CAs als verändert aufgezeigt werden und 

wurde über 5 Mechanismen in seiner Ausprägung durch die oben genannten 

miRNAs beeinflusst. Ein weiteres spannendes Protein war YIPF1. Dieses Protein 

wurde an 4 Stellen beeinflusst und hat eine Funktion im Sekretionsvorgang von 

Vesikeln durch die Plasmamembran. 

 
Tabelle 31     Die 10 am häufigsten durch die miRNAs miR-18a und miR-185 regulierten Proteine 

Im Rahmen der Betrachtung des Interaktionsverhaltens der regulierten Proteine 

konnten zwei Interaktionsgruppen herausgearbeitet werden. Diese ließen sich 

zum einen in die Gruppe des MyD88-abhängigen Signalweges (hellgrün, assozi-

iertes Gen MOG), zum anderen in die Gruppe des Regulationsprozesses des T-

Zell-Rezeptor abhängigen Signalweges (dunkelgrün, LCK assoziiert) einordnen. 

Nicht gruppiert waren die Proteine zur Differenzierung von natürlichen Killerzellen, 

von Granulozyten und von Makrophagen. Ebenfalls ungruppiert lag der stimulato-

rische Signalweg des Lectin-Rezeptors vom C-Typ vor. 
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Abbildung 35     Interaktionsnetzwerk der durch die miRNAs miR-18a und miR-185 regulierten Proteine 
aus dem Bereich Immunsystemprozesse 
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5 Ergebnissdiskussion 

5.1 Experimentelles Modell 
5.1.1 Maus versus Mensch 
In experimentellen Untersuchungen zu pathophysiologischen Vorgängen werden 

gewöhnlich Mausmodelle bevorzugt. Die Vorteile dieser Modelle liegen in der gu-

ten Standardisierbarkeit von Untersuchungsbedingungen, der Kontrollmöglichkei-

ten von auslösenden Faktoren und der Anpassbarkeit an bestimmte Fragestellun-

gen. Durch Inzucht konnten Tiere mit einer sehr großen Homogenität innerhalb 

der eigenen Spezies herangezogen werden und Fehler minimiert werden. Außer-

dem sind 98% der Mausgene zum menschlichen Genom homolog und 80% ortho-

log (253). Gendefekte konnten an Hand von knockout Mäusen nachgestellt und in 

ihrer Wirkung untersucht werden (254). Im Rahmen der Untersuchung von chro-

nisch-entzündlichen Darmerkrankungen sind Mausmodellen jedoch Grenzen ge-

setzt, da Mäuse unter normalen Umständen keine chronisch-entzündliche Dar-

merkrankungen wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa entwickeln. Im Rahmen 

der experimentellen Untersuchungen musste daher eine künstliche Manipulation 

stattfinden. Neben dem Ausschalten von Genen in knockout Mäusen besteht dazu 

die Möglichkeit, an Hand von Chemikalien wie Dextran-Sodium-Sulfat (DSS) oder 

an Hand von Bakterien wie Citrobacter rodentium oder Salmonella typhimurium 

(255) eine chronische Entzündungsreaktion zu bewirken, welche dem Erschei-

nungsbild einer CED sehr ähnlich kommt, auch wenn sie keinesfalls gleichwertig 

ist. Somit ist davon auszugehen, dass Ergebnisse aus Mausmodellen nicht zu 

100% auf den Menschen übertragbar sind, sondern nur sehr wertvolle und erklä-

rende Hinweise liefern. Folglich eignen sich Mausmodelle besonders zum nach-

vollziehen, erklären und bestätigen von Hypothesen, welche im Vorfeld durch Un-

tersuchungen an Menschen gewonnen werden konnten (256). 

Auch die Ergebnisse aus der Verwendung von humanem Material sind fehlerbe-

haftet. Probleme des menschlichen Gewebes bestehen in der fehlenden Homoge-

nität mit einer großen Bandbreite an genetischen Veränderungen, der fehlenden 

Standardisierbarkeit, dem sehr unterschiedlichen Ernährungs- und Gesundheits-

verhalten, der großen Anzahl an Komorbiditäten und einer großen Bandbreite an 

unterschiedlichen Therapien, welche auf eine Fragestellung Einfluss nehmen kön-

nen. Mittel, diese Fehler möglichst gering zu halten, sind eine genaue Erfassung 

von Parametern mit entsprechender statistischer Überprüfung, die Erfassung ei-
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nes möglichst großen Kollektives, in welchem sich einzelne Fehler nivellieren und 

eine möglichst genaue Standardisierung. Außerdem ist auch die Verwendung un-

terschiedlicher Methoden mit der Untersuchung desselben Parameters sinnvoll. 

In dieser Arbeit stand die Untersuchung des Expressionsverhaltens von miRNAs 

im Rahmen einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung im Vordergrund, wes-

halb die Untersuchung am menschlichen Gewebe unvermeidlich war. Nur hier 

konnte man entzündetes Gewebe gewinnen, welches seine entzündliche Aktivität 

im Rahmen einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung aus der natürlichen 

Genese heraus und ohne externe Manipulation entwickelt hat. Des Weiteren lie-

ßen sich auch nur hier die speziell auf das menschliche Gewebe bezogene 

miRNA-Expression analysieren, um somit humanbezogene Expressionsverände-

rung aufzeigen zu können. Auch wissenschaftliche Veröffentlichungen zeigen eine 

Orientierung am humanen Material, um auf diese Weise möglichst präzise Aussa-

gen zu den Vorgängen im Menschen zu treffen (252, 257).  

5.1.2 Aktivitätsbeurteilung ohne Goldstandard 
Ein entscheidender Baustein in der Ermittlung des miRNA-Expressionsverhaltens 

ist der Vergleich der miRNA-Expression sowohl im gesunden wie auch im entzün-

deten Gewebe bei einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung. Außerdem 

bedarf es einer Klassifizierung der Entzündungsaktivität, da sich während der en-

doskopischen Untersuchung leichtere, mittelschwere und schwere Entzündungs-

bilder voneinander abgrenzen lassen. Jedoch besteht noch keine Erfahrung darin, 

inwiefern der Aktivitätsgrad die miRNA-Expression beeinflusst. 

Die entzündliche Aktivität lässt sich über zwei Methoden ermitteln. Zum einen an 

Hand der endoskopischen Beschreibung der Schleimhaut und der nachfolgenden 

Zuordnung zu den bereits in der Literaturdiskussion aufgeführten endoskopischen 

Score-Systemen. Die andere Möglichkeit stellt eine histopathologische Untersu-

chung an Hand von entnommenen Biopsien dar. 

Die Vorteile einer reinen endoskopischen Beurteilung liegen in der geringeren In-

vasivität und einer schnelleren und deutlich einfacheren Beurteilung. Die Nachteile 

sind jedoch eine Abhängigkeit der Beurteilung vom jeweiligen Untersucher und 

dessen Erfahrungsschatz. Somit läuft man Gefahr, einer Untersucherbias zu un-

terliegen. Außerdem konnte gerade für die Colitis ulcerosa gezeigt werden, dass 

endoskopisch scheinbar gesundes Gewebe eine entzündliche Aktivität in der His-

tologie aufweisen kann (173). Dabei muss jedoch beachtet werden, dass diese 
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Beschreibung aus dem Jahre 1987 stammt und somit durch den aktuellen Stand 

der an der Universitätsmedizin Mainz verwendeten High-Definition Technik an Be-

deutung verloren haben könnte. Aktuelle Studien zur Klärung dieses Sachverhal-

tes existieren allerdings derzeit nicht. 

Die Vorteile der histologischen Beurteilung liegen in einer genauen Betrachtung 

der Entzündungssituation innerhalb des untersuchten Gewebematerials. Das 

Problem hierbei ist jedoch, dass es kein weltweit einheitliches histologisches Klas-

sifikationskonzept zur Beurteilung der Entzündungsaktivität bei chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen gibt. Somit ist auch hierbei davon auszugehen, 

dass verschiedene Untersucher besonders an unterschiedlichen Orten zu unter-

schiedlichen Ergebnissen in der Beurteilung der Aktivität kommen. Als Folge wur-

de in dieser Arbeit ein zweigleisiges Konzept angewendet: 

Zum einen wurde an Hand der endoskopischen Untersuchung und der vorgefun-

denen makroskopische Aktivität der Entzündungsreaktion die Diagnose der Er-

krankung überprüft. Die eigentliche Aktivitätsbeurteilung erfolgte jedoch auf 

Grundlage der mikroskopischen Beurteilung, welche ausschließlich durch die Pa-

thologie der Universitätsmedizin Mainz vorgenommen wurde. Da die Beurteilung 

des mikroskopischen Bildes stets an einem Gewebeprobeanteil der analysierten 

Biopsie erfolgte, wurde auf diese Weise die Wahrscheinlichkeit erhöht, dass ein 

gleichwertiger Entzündungsgrad zwischen der durch die Pathologie untersuchten 

und der auf miRNAs untersuchten Biopsie vorlag. Ein ähnliches Vorgehen ließ 

sich auch in anderen aktuellen veröffentlichten Publikationen vorfinden (252, 258). 

Die in dieser Arbeit getroffenen Aussagen sind jedoch präziser, da in den veröf-

fentlichten Studien die analysierte Biopsie aus einem Areal in einem Radius von 

10 cm entfernt von der histologischen Biopsie erfolgte und nicht aus unmittelbarer 

Umgebung (252).  

5.1.3 Heterogenität der Biopsielokalisationen 
In einer aktuellen Arbeit aus dem Jahr 2010 wurde im menschlichen Gewebe eine 

unterschiedliche miRNA-Expression in Abhängigkeit von der Lokalisation der Bi-

opsie im entsprechenden Darmabschnitt dargestellt (252). Dazu wurden von 

sechs Patienten jeweils eine Biopsie aus dem terminalen Ileum, dem Coecum, 

dem Colon transversum, dem Sigmoideum und dem Rektum entnommen, so dass 

die Fallzahl sehr gering ausfiel. 
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In dieser Arbeit wurde darauf geachtet, die Lokalisationen der Probenentnahme 

krankheitsadaptiert an drei Orten, nämlich dem Rektum, dem Colon transversum 

und dem terminalen Ileum vorzunehmen. Jedoch musste in Ausnahmefällen von 

dieser Regel auf Grund des fehlenden oder eines zu stark ausgeprägten Entzün-

dungsbildes und unter Berücksichtigung einer besonders hohen Perforationsge-

fahr für den Patienten, Abstand genommen werden. Stattdessen wurde im Bereich 

des Übergangs zwischen zwei Darmabschnitten die Biopsie entnommen. 

Jegliche nicht entzündlichen Biopsien wurden bevorzugt aus dem Colon transver-

sum als Mittelteil des Darms entnommen. Auf diese Weise war auch mit einer ge-

ringeren Wahrscheinlichkeit zu rechnen, dass sich in einer von dort entnommenen 

Biopsie eine mikroskopische Colitis ulcerosa finden ließ. Somit ergaben sich in der 

Kontrollgruppe 20, bei der nicht entzündlichen Colitis ulcerosa 6, beim nicht ent-

zündlichen Morbus Crohn 13 Biopsien. Bei der entzündlichen Colitis ulcerosa wur-

de besonderer Wert auf Proben aus dem Rektum (n = 21) als Quellpunkt der Ent-

zündung gelegt. Da im Rahmen eines Morbus Crohn das terminale Ileum von be-

sonderer Relevanz ist, wurden 15 Biopsien aus diesem Bereich entnommen. Un-

ter der Berücksichtigung der Problematik, dass sich das terminalen Ileum in seiner 

Immunsituation zur Situation im Kolon unterscheidet, wurden zusätzlich noch be-

vorzugt Biopsien aus entzündlichen Bereichen des Colon transversum (n = 6) ge-

sammelt. Das Colon transversum wurde bevorzugt, um dadurch einen besseren 

Vergleich mit der Kontrollgruppe erzielen zu können, in welcher die meisten ge-

sunden Biopsien aus diesem Bereich genommen wurden. 

5.1.4 Ausschluss von Konfoundern 
Im Rahmen der Analyse zu möglichen Konfoundern wurde eine Korrelationsanaly-

se unternommen. Es zeigt sich, dass die Faktoren Geschlecht, Alter, Erkran-

kungsaktivität und –dauer, Stelle der Biopsieentnahme, Anzahl der Erkrankungs-

jahre sowie Therapie keinen Einfluss auf die miRNA Expression nehmen. Jedoch 

muss beachtet werden, dass in einer aktuellen Untersuchung von Zahm et al. ge-

zeigt werden konnte, dass die medikamentöse Therapie Einfluss auf die Expressi-

on der miRNAs im Serum hat, auch wenn nicht unbedingt signifikante Unterdrü-

ckungen der überexprimierten miRNAs erfolgen müssen (259). Somit besteht also 

auch in dieser Arbeit die Gefahr, dass miRNAs, welche das Signifikanzniveau 

knapp nicht erreicht haben, bereits durch eine medikamentöse Therapie in ihrer 

eigentlich Expression unter Entzündungsbedingungen reduziert sind. Untersu-
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chungen, welche den Sachverhalt der medikamentösen Unterdrückung oder gar 

Förderung der miRNAs-Expression speziell im Schleimhautgewebe untersuchen, 

existieren zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht. 

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die miRNAs miR-15a, miR-19b, miR-22, miR-30e 

und miR-374b bei gesunden Patienten miteinander in Beziehung stehen.  
In der Gruppe der Patienten mit einem Morbus Crohn konnte eine Beziehung zwi-

schen der miR-18a und miR-424 mit einem Korrelationskoeffizienten nach Pear-

son von 0,949 und einem Signifikanzniveau von > 0,001 festgestellt werden (nicht 

dargestellt). 

Sieben miRNAs in Form der miR-15a, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-22, miR-

30e und miR374b standen im Rahmen einer Colitis ulcerosa miteinander in Be-

zug. 

Die hohe Korrelation dieser beschrieben miRNAs zeigt, dass sich deren Expressi-

onsmuster nur wenig voneinander unterscheidet. Somit ist anzunehmen, dass sie 

einen Grundlevel der miRNA-Expression im Darm wiederspiegeln, gerade die 

miRNAs, welche jedoch aus diesem Geflecht herrausfallen sind in Bezug auf den 

Pathogeneseprozess der jeweiligen Erkrankung besonders interessant. Auf Grund 

der fehlenden Beschreibung von durchgeführten Korrelationsanalysen in internati-

onalen Publikationen war ein Literaturvergleich nicht möglich. 

5.1.5 RNA-Isolation 
Eine Studie vom Dezember 2011 lieferte Hinweise, dass es zu unterschiedlichen 

Expressionsergebnissen von miRNAs in Abhängigkeit der RNA-Isolationsmethode 

kommen kann (260). Podolska et al. verglichen dabei zwei etablierte miRNA-

Isolationsmethoden: 

• Isolation von TotalRNA mit Hilfe von phenol-guanidin-Isozyanaten 

• Säulen-basierte Anreichungsmethode miRVanaTM für RNA von einer Länge 

von < 200 Nukleotiden. 

Prinzipiell konnte festgestellt werden, dass höhere Expressionswerte von miRNAs 

nach der TotalRNA-Isolationsmethode erzielt werden konnten. Dieses galt jedoch 

nicht für jede miRNA (Bsp: miR-330-3p, miR-628-5p, miR-96, miR-151-3p, mir-

142-3p, miR-190). In der Summe ergaben sich somit erhebliche Unterschiede in 

der Expression einzelner miRNAs im Rahmen von miRNA-Array-Analysen abhän-

gig von der Isolationsmethode, weshalb der Autor eine strenge Beibehaltung der 

gewählten Analysemethode empfiehlt und vor einem unkritischen Vergleich von 
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miRNA-Expressionsprofilen mit der Literatur warnt. Auch diese Empfehlung konn-

te in dieser Arbeit durch die ausschließliche Anwendung der TotalRNA-

Isolationsmethode umgesetzt werden, und wurde in der Diskussion der Ergebnis-

se berücksichtigt. 

5.1.6 Qualitätssicherung und PCR-Verfahren 
5.1.6.1 Qualitätssicherungsmaßnahmen 
Da miRNAs mit ihrer Länge von 21- 25 nt sehr kleine RNAs darstellen, besteht ein 

großes Risiko des vorzeitigen Abbaus sowie der Überlagerung der Analyseergeb-

nisse durch Verunreinigung. Somit sind unterschiedliche Qualitätssicherungsmaß-

nahmen nötig, welche sich aus der strikten Beachtung der Herstellerangaben im 

Rahmen der Probenvorbereitung (vgl. Abschnitt 3.2.4.1.), einer spektrophotomet-

rischen Qualitätskontrontrolle sowie einer von der Analyse getrennten Reverse-

Transkriptase Reaktion zusammensetzen. 

Spektrophotometer: Dabei wird die Konzentrationsbestimmung an Hand 

der Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm 

vorgenommen. Die Vorteile dieser international sehr weit verbreiteten und täglich 

angewendeten Methode liegen in der einfachen, kostengünstigen und schnellen 

Handhabung, um bereits unmittelbar nach Isolation der RNA Aussagen zur Rein-

heit und der Menge des Isolates zu machen. Diese Methode ist jedoch leider auch 

sehr fehlerbehaftet (261). Ein Nachteil dieser Methode ist etwa, dass man nur ei-

nen sehr kleinen Anteil des Isolates untersuchen kann und es somit bei fehlender 

adäquater Mischung zu Messfehlern mit Über- bzw. Unterschätzung der tatsächli-

chen RNA-Konzentration kommen kann. Außerdem konnte gezeigt werden, dass 

die korrekte Messung von chemischen und physikalischen Bedingungen wie Tem-

peratur, Salzkonzentrationen der Puffer und dem pH-Wert abhängig ist (261, 262). 

Durch die Puffer kommt es erschwerend häufig zu einer Oxygenierung oder zu 

einer Nitrogenierung der Nukleinsäuren, wodurch sich ebenfalls das Absorptions-

spektrum verändern kann und Fehlmessungen entstehen. Beispielhaft wird dieses 

in einer Publikation von Wilfinger et al. (Jahr 1997) veranschaulicht, wobei sich 

innerhalb derselben Nukleinsäurenpräparation die errechnete Konzentration um 

bis zu 25 % (zwischen 0,55 µg/µL – 0,7 µg/µL) bei OD260/280- Verhältnissen von 

1,5 – 2,2 voneinander unterschied (263).  

Bevor man dieses Verfahren jedoch in Frage stellen kann, lohnt sich der Blick auf 

die zur Verfügung stehenden Alternativen. Angeboten werden unter anderem Blot-
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tingsysteme (für RNAs Northern-Blots), PCR und RealTime-PCR-Analysesysteme, 

welche jedoch mit einem deutlich höheren Zeit- und Kostenaufwand verbunden 

sind. Aber auch im Vergleich dieser unterschiedlichen Methoden zur DNA-

Quantifizierung konnte gezeigt werden, dass stets Überschätzungen der tatsächli-

chen DNA-Mengen stattfinden (264) und somit keine Methode optimale Ergebnis-

se liefern kann. 

Unter Berücksichtigung dieser Aspekte wurde der Empfehlung des Herstellers des 

TotalRNA-Isolationskits Qiagen gefolgt, das spektrophotometrische Analysever-

fahren zur Bestimmung der isolierten RNA-Menge zu verwenden. Zusätzlich half 

dieses Verfahren bei der Abschätzung, der im Rahmen des Isolationsverfahrens 

gewonnenen RNA-Menge. Um mögliche Missstände in der Mischung auszu-

schließen, wurde jede Probe nach ausgiebiger Mischung dreimal untersucht. Die 

RNA-Menge wurde anhand des Querschnitts dieser drei Messungen bestimmt. Da 

mögliche Messfehler systemischen Fehler darstellten, nahmen sie Einfluss auf alle 

Proben. 

RT-PCR (reverse Transkriptase) stellt ein Verfahren dar, in welchem aus 

einer beliebigen RNA eine cDNA entsteht, welche anschließend als Schablone 

(englisch: Template) für eine PCR verwendet wird. Da es in dieser Arbeit jedoch 

um die Untersuchung ganz spezifischer RNA in Form der miRNA ging, musste 

eine spezielle reverse Transkriptase zur Herstellung von entsprechender cDNA 

verwendet werden. Dazu wurde mittels Anfügen eines Poly(A)-Schwanzes eine 

Poly-A+-RNA hergestellt, an welcher im Verlauf ein oligo-dT-Primer binden konnte. 

Der Vorteil dieser Methode ist, dass komplette cDNAs synthetisiert werden kön-

nen. Prinzipiell gibt es auch unterschiedliche Typen an reverse Transkriptasen, 

welche sich in ihrem Arbeitsoptimum und der dadurch bedingten Fähigkeit zur 

Überwindung von sekundären RNA-Strukturen, in ihrer RNAse-Aktivität und somit 

der synthetisierten cDNA-Transkriptlänge und ihrer Ausbeute voneinander unter-

scheiden. Sekundäre RNA-Strukturen stellen dabei sogenannte „StemLoops“ so-

wie die komplizierteren Pseudoknoten dar, welche durch die Interaktion von Nuk-

leotiden über Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen diesen ent-

stehen. Im Bereich der miRNAs bestanden zum Untersuchungszeitpunkt jedoch 

keine Wahlmöglichkeiten, so dass eine patentierte und nicht näher klassifizierte 

reverse Transkriptase der Firma Qiagen verwendet wurde. Die reverse Transkrip-

tion wurde dabei von der PCR getrennt durchgeführt. Hintergrund ist, dass beim 
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getrennten Vorgehen eine höhere Sensitivität und eine höhere Ausbeute an cDNA 

erzielt werden kann. Als Erklärung findet man etwa, dass die reverse Transkripta-

se die Polymerase blockieren kann (265).  

5.1.6.2 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) 
Mit dem Ziel eine Quantifizierung von Nukleinsäuren vorzunehmen, wurde die 

Technik der quantitativen Echtzeit-PCR angewendet. Jedoch ist eine Quantifizie-

rung mittels dieser Technik nicht unproblematisch. Ausgangsgrundlage stellt die 

Annahme eines Vorgangs mit exponentieller Vermehrung von DNA dar. Jedoch 

hat sich in genaueren Analysen gezeigt, dass diese Annahme nicht ganz zutref-

fend ist, da zu Beginn die Menge an DNA-Schablonen noch sehr begrenzt ist und 

somit die Wahrscheinlichkeit eines Zusammentreffens von Schablonen, Poly-

merase und Primer niedriger ausfällt. In einer späteren Phase der Amplifikation 

hingegen kippt das Verhältnis, so dass es zur Produkthemmung kommen kann, 

weil Produktfragmente miteinander hybridisieren. Zusätzlich nimmt die Zahl der 

zur Verfügung stehenden Substrate wie Primer oder Nukleotide ab und auch die 

Enzyme verlieren ihre Funktionstüchtigkeit. Ein relativ exponentieller Anstieg findet 

sich also nur im mittleren Bereich der Quantifizierung (etwa bis zu einer Produkt-

menge von 10-8 M) (266). 

Zusätzlich bedarf es zur Bestimmung einer DNA-Menge eines Orientierungspunk-

tes. Dieser kann mittels eines externen Standards (ein anderes Gen wird zusätz-

lich amplifiziert, welches in der Template-DNA vorhanden ist) oder eines internen 

Standards (Zugabe einer definierten Menge eines Standardtemplates, welcher 

möglichst dem Testtemplate ähnelt) definiert werden (266).  

In dieser Arbeit wurde gemäß den Herstellerempfehlungen für die Quantifizierung 

von miRNAs der externe Standard mittels eines Housekeeping-Gens verwendet. 

Hierunter muss man folgende mögliche Probleme berücksichtigen: Zum einen 

kann es zu Unterschieden in der Vermehrungsrate kommen, da zwei verschiede-

ne Fragmente nicht gleich amplifiziert werden müssen. Dieses begründet sich so-

wohl darauf, dass die Primer mit einer schlechteren Effizienz hybridisieren können, 

als auch auf der Tatsache, dass sich längere Fragmente bedingt durch Schleifen-

bildungen und Hybridisierungen schlechter amplifizieren lassen als kürzere. Zum 

anderen ist auch die Anzahl der verwendeten Amplifikationszyklen kritisch zu se-

hen, da der exponentielle Bereich nicht verlassen werden sollte (je mehr Schablo-

nenmoleküle, desto weniger Zyklen) (267). 
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Als sogenanntes Haushaltsgen (Housekeeping gene) wurde das Gen RNU6b 

verwendet, da man davon ausgeht, dass dieses Gen in allen Ansätzen in einer 

konstanten Menge exprimiert wird (268). Jedoch zeigen aktuelle Untersuchungen, 

dass dieser Sachverhalt nicht immer zutrifft, da etwa Tumore eine höhere Expres-

sion aufweisen können und daher auch eine gewebeabhängige Expression be-

steht. Außerdem stellt das Gen RNU6b selbst gar keine miRNA dar (269). Somit 

ist das letzte Wort bezüglich der Housekeeping-Gene zur Expressionsanalyse von 

miRNAs noch nicht gesprochen. In aktuellen Veröffentlichungen zur miRNA Ex-

pression im Darmgewebe bei CED lassen sich vor allem zwei unterschiedliche 

Housekeeping genes vorfinden: RNU6b (Synonym U6) (270), sowie RNU48 (271). 

Eine vergleichende Studie oder eine Empfehlung, welches dieser oder anderer 

Gene man am besten zur Normalisierung verwendet, existiert jedoch zum jetzigen 

Zeitpunkt noch nicht. In dieser Arbeit wurde daher den Empfehlungen des Herstel-

lers Qiagen in Übereinstimmung mit dem Vorgehen internationaler Arbeitsgruppen 

Folge geleistet und die RNU6b als Housekeeping Gene verwendet.  

5.1.7 Das Für und Wider von Datenbankanalysen 
In dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, zu den identifizierten miRNAs 

spezifischere Aussagen über die Funktion, die Lokalisation, die regulierten Protei-

ne und die involvierte Pathways zu sammeln. Als Ziel dieser Zuordnung steht die 

Absicht, ein kosteneffizientes und effektives Vorgehen für weitere Untersuchungen 

zu gestalten, da durch die Auswertung von Datenbankinhalten die Herausarbei-

tung von Thesen erleichtert werden soll. Damit dieses Prinzip jedoch funktioniert, 

ist sehr viel Geduld und ein umständliches Vorgehen im Vorfeld nötig: 

Jede miRNA kann über die miRBAse des Senger-Institutes Proteinen zugeordnet 

werden, welche in der GOID-Datenbank unter einer GOID-Nummer geführt wer-

den. Diese GOID-Nummer symbolisiert den Schlüssel, mit welchem das Tor zu 

Angaben über die Lokalisation, die Funktion und der Pathway dieser, durch die 

miRNA regulierten Proteine, geöffnet werden kann. In dieser Arbeit konnte eine 

zusammenfassende Datenbank erstellt werden, welche mit einer Anfrage das 

oben beschriebene Vorgehen absolviert und Daten nach der Trefferhäufigkeit sor-

tiert auswirft. Somit ergaben sich pro Anfrage zwischen 200 - 500 teils sehr spezi-

fische Angaben etwa über die Lokalisation eines Proteins (Beispiel: Innere Memb-

ran eines Mitochondriums). Zur Thesenbildung war es nun nötig, diese Angaben in 

Gruppen einzuordnen (Beispiel: Mitochondrium, etc...), was jedoch einen Vorgang 



Ergebnissdiskussion SEITE   121 

darstellt, bei dem man jede einzelne Angaben persönlich im Internet unter der 

GOID-Datenbank überprüft. Somit ließ sich letzten Endes herausarbeiten, dass 

eine miRNA besonders häufig Proteine im Bereich des Mitochondriums reguliert, 

so dass eine Untersuchung dieser Zielstruktur in Zusammenhang mit dieser 

miRNA vielversprechend sein dürfte. 

Hürden, welche bei diesem Vorgehen genommen werden müssen, sind neben 

dem hohen Aufwand an Zeit, die Identifikation adäquater Hauptgruppen sowie der 

Zuordnungsprozess, da teils sehr spezielle Angaben in einen sehr groben Über-

begriffsrahmen sortiert werden müssen. Auch die Aktualität der Datenbankanalyse 

muss stets kritisch betrachtet werden, da täglich unzählige Neuerungen bzw. Än-

derungen erfolgen, welche nach einem Stichtag nicht mehr berücksichtigt werden 

können. Somit können nur Ergebnisse entstehen, welche sich auf bereits publi-

zierte Daten beziehen, womit man Gefahr läuft, dass wesentliche Informationen 

verloren gehen könnten. Allerdings ist diesem Verfahren zu gute zu halten, dass 

es aktuell kein anderes Verfahren zur spezifischeren Analyse von miRNA Zielge-

nen gibt. Zu beachten ist auch, dass die Datenbankanalyse nicht mehr an Hand 

eigener Experimente in ihrer Tauglichkeit situationsbedingt verifiziert werden konn-

te. Dennoch erfolgt im Rahmen der jeweiligen miRNAs eine Einordnung dieser in 

die Lokalisation, Funktion und die Pathways der von ihnen regulierten Proteine. 

Auch die häufigsten regulierten Proteine wurden herausgearbeitet. Ein ähnliches 

Vorgehen wurde auch in einer aktuellen Publikation von Fasseu M., et al. (257) 

dargelegt, wobei in dieser die Zuordnung der miRNAs und ihrer Proteine an Hand 

eines von Kertesz et al. beschriebenen Algorithmus der miRNA-Ziel-Interaktion 

vorgenommen wurde. Auch in dieser Arbeit war zum Zeitpunkt der Publikation 

noch keine experimentelle Überprüfung erfolgt. 

5.2 Untersuchung der miRNA-Expression 
5.2.1 Epidemiologie des Kollektives 
Im Untersuchungszeitraum wurden 131 Patienten erfasst. Die Patienten aus der 

Kontrollgruppe stellten mit einem medianen Alter von 61 Jahren den älteren Anteil 

der untersuchten Patienten dar, wobei man initial eher mit jungen, gesunden Men-

schen in dieser Gruppe gerechnet hätte. Das jedoch eher darmgesunde, ältere 

Patienten anzutreffen sind, lässt sich dadurch erklären, dass in Deutschland erst 

ab dem 55. Lebensjahr eine Darmkrebsvorsorge mittels Koloskopie für den ge-

sunden Bürger von den Krankenkasse bezahlt (272) wird. 
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In der untersuchten Gruppe der Morbus Crohn Patienten befand sich der Median 

der zum Untersuchungszeitpunkt aktiv erkrankten bei 43,5 Jahren. Die sich in ei-

ner Remission befindenden Patienten waren hingegen im Median 45 Jahre alt. 

Somit waren die Patienten der Morbus Crohn-Gruppe im Median um 6,5 Jahre 

jünger als die an einer Colitis ulcerosa erkrankten Patienten (Median 50 Jahre). 

Auch das Erstmanifestationsalter der an Morbus Crohn Erkrankten lag im erfass-

ten Kollektiv bei 17 Jahren und war somit um 3 Jahre jünger als der an Colitis 

ulcerosa Erkrankten (20 Jahre). Somit lässt sich die bereits in der Literaturdiskus-

sion beschriebene Tendenz des im Gegensatz zur Colitis ulcerosa früheren Auf-

tretens im kleineren Kollektiv nachvollziehen (122). Für das erfasste Kollektiv be-

sonders ist das hohe mediane Alter. Dieses resultiert aus der an der Universitäts-

medizin Mainz etablierten Spezialambulanz für chronisch-entzündliche Darmer-

krankungen, welche nicht nur Erstdiagnosen stellt, sondern besonders Patienten 

mit protrahierten Verläufen begleitet. Auffällig ist auch, dass sich keine Diskrepanz 

zwischen der Männer- und Frauenverteilung bei den Morbus Crohn Patienten auf-

decken lässt. Hätte man auf Grund der epidemiologischen Datenlage eher mit ei-

nem besonderen Aufkommen weiblicher Patienten gerechnet (13), ließ sich hier 

ein ausgewogenes Patientenaufkommen feststellen. Die Erklärung hierfür liegt 

erneut in der Spezialambulanz, welche durch ihre Patientenselektion eine unkriti-

sche Epidemiologie verhindert. Auch der Blick auf die Therapie zeigt, dass es sich 

um schwerwiegendere Verläufe handelt, welche unter andere  den Einsatz von 

kostspieligen Biologics involvierten. 

Patienten mit einer Colitis ulcerosa waren vor allem männlichen Geschlechts, wel-

che aus dem mittleren Alterskollektiv stammten (Median bei 50 Jahren). Diese 

Befunde decken sich somit mit den Ergebnissen der epidemiologischen Studien 

(13). Die Patienten, welche erfasst wurden, wiesen jedoch schon sehr lange 

Krankheitsverläufe mit teilweise bestehender Therapieresistenz als Ausdruck der 

gleichzeitig bestehenden Krankheitsschwere auf.  

In der Summe sind die erhobenen epidemiologischen Daten dennoch nicht reprä-

sentativ, da sie einer Selektionsbias bedingt durch die vorhandene Spezialambu-

lanz, dem angeschlossenen Studienzentrum und der hospitalen Situation unterlie-

gen. Zusätzlich wird auch ein zu kleines Kollektiv repräsentiert.  
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5.2.2 miRNA Array-Systeme 
MiRNA Array-Systeme stellen eine große Chance in der Analyse von miRNA-

Expressionsprofilen dar. Jedoch sind sie auch tückenhaft, da systemabhängig 

miRNAs unterschiedlich gut detektiert und interpretiert werden können (273). An-

hand des miRNA-Array Systems "RT2 miRNA PCR Array" der Firma 

SABiosciences konnten 88 miRNAs parallel auf ihre Expression untersucht wer-

den. Jede dieser miRNAs wurde drei mal mit unterschiedlichen Proben analysiert. 

Die Vorteile waren somit neben einer leichten Handhabung eine breite Erfassung 

von vielen miRNAs. Die Amplifikationseffizienz wird mit 95,37% und einer Stan-

dardabweichung von 6,19% bei n= 468 Arrays beworben. Die Sensitivität liegt laut 

Herstellerangaben um das 1000fache Höher als Konkurrenzprodukte. Das System 

soll zuverlässig sogar zwischen den unterschiedlichen miRNAs unterscheiden 

können, selbst wenn nur ein Nukleotid verändert ist (vgl. miR-99 zu miR-100). Ein 

zusätzlicher Vorteil des Systems stellt die Detektionsbandbreite dar, bei der so-

wohl miRNAs niedriger (von 10 pg beginnend) bis hoher Konzentration (bis zu 400 

ng) zuverlässig erfasst werden sollen. Weitere Angaben sind den Technischen 

Spezifikationen auf den Seiten des Herstellers zu entnehmen 

[http://www.sabiosciences.com/mirna_pcr_product/HTML/MAH-001A.html, "white 

paper" aufgerufen am 02.07.2011]. Nachteile einer solchen breiten Erfassung sind 

neben den sehr strengen zu erfüllenden Qualitätskriterien, der hohe Preis und die 

dennoch bestehende hohe Fehlerquote, wie sie in unterschiedlichen Publikationen 

beschrieben wurde (274, 275). 

Aus statistischer Sicht ist zu beachten, dass im Rahmen der multiplen Testung bei 

3 x 88 = 264 Tests und dem angenommenen Signifikanzniveau von 5% im Schnitt 

13,2 p-Werte unter 0,05 rein zufällig zu erwarten sind. In dieser Arbeit wurden da-

her die erzielten Ergebnisse der miRNA Array Analyse als reine Anhaltspunkte für 

weiterführende Auswertungen gewertet.  

Eine Zwischenanalyse erfolgte, nachdem zwei Patienten pro Gruppe die vom Ar-

ray-System erforderten Qualitätskriterien bezüglich der Probengüte erfüllten. Die 

Hauptanalyse erfolgte unter Berücksichtigung der Proben der Zwischenanalyse 

nachdem drei Patienten pro Gruppe als tauglich erfasst werden konnten. Dieses 

Vorgehen war unter statistischen Gesichtspunkten zwar nicht lege artis, zum Ken-

nenlernen und zur Einschätzung der Aussagenqualität durch das System jedoch 

unumgänglich. Außerdem stellte es sich als schwierig heraus, adäquate Proben 
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zu sammeln, welche jegliche der vom System geforderten Qualitätskriterien erfüll-

ten. Auch sollte die Verwendung des Systems ausschließlich als Orientierungshilfe 

dienen, so dass in diesem erhobene falsch positive Ergebnisse durch die weiteren 

Untersuchungen reduziert wurden. Kritisch muss auch gesehen werden, dass der 

Hersteller keine spezifischen Angaben zur statistischen Auswertung der erhobe-

nen Daten macht, welche ausschließlich über eine Internetplattform auf Seiten des 

Herstellers vollzogen werden konnte 

[http://www.sabiosciences.com/mirna_pcr_product/HTML/MAH-001A.html, "white 

paper" aufgerufen am 02.07.2011]. Programmier- und Auswertungsfehler konnten 

somit nicht nachvollzogen oder ausgeschlossen werden. 

In der Zwischenanalyse zeigten sich die miRNAs miR-19a, miR-19b, miR-30e, 

miR-22 und miR-141 für die Erkrankung Morbus Crohn als relevant. In der Haupt-

analyse wurden alle diese miRNAs mit Ausnahme der miR-22 bestätigt. Es zeigte 

sich dabei, dass die miRNAs unter der Erkrankung Morbus Crohn stets hochregu-

liert waren, was bedeutet, dass sie im Vergleich zur Kontrolle vermehrt exprimiert 

wurden. Auf Grund der im Vorfeld beschriebenen hohen Fehlerhäufigkeit, wurde 

die miR-22 in den weiteren Analysen dennoch berücksichtigt. 

Für die Colitis ulcerosa wiesen im Rahmen der Zwischenanalyse die miRNAs miR-

15a, miR-18a, miR-101, miR-374b, miR-19b und miR-30e deutliche Veränderun-

gen in ihrer Expression auf. In der Hauptanalyse änderte sich das Bild jedoch voll-

ständig und ausschließlich die miRNAs let-7d und miR-185 zeigten eine deutliche 

Reduktion ihrer Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine derartig kom-

plette Änderung der Ergebnisse kann zum einen durch eine Präzisierung der Er-

gebnisse erklärt, jedoch auch mit dem hohen Fehlerpotential des Systems in Zu-

sammenhang gebracht werden. Aus diesem Grund wurden jegliche miRNAs der 

Zwischen- sowie der Hauptanalyse in den spezifischeren weiterführenden Analy-

sen berücksichtigt. 

5.2.3 Diskussion der getrennten und verbundenen Analyse 
Im Rahmen der Präsentation der Ergebnisse wurde bewusst eine Gliederung ge-

wählt, bei der die miRNA-Expression getrennt nach verbunden und unverbunde-

nen Analysen veranschaulicht wurde. 

Verbundene Analysen stellen Untersuchungen der miRNA-Expression in-

nerhalb eines Patienten dar, wobei jeweils entzündetes mit gesundem Dickdarm-

gewebe eines Patienten verglichen wurde. Das Ziel dieser Analyse basierte auf 
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der Annahme, dass die miRNA-Expression vom Individuum abhängige, unter-

schiedliche Basisexpressionslevel aufweisen könnte. Durch den unmittelbaren 

Vergleich der Expression zwischen aktivem und gesundem Darmgewebe wird 

somit das Grundniveau berücksichtigt und eine präzisere Aussage zur miRNA-

Expressionsveränderung auf Grund der Entzündungsreaktion möglich. Besonders 

interessant war dieser Ansatz auch deshalb, weil es aktuell (Juli 2012) noch keine 

vergleichbare Untersuchung dazu gibt. Durch die Veröffentlichung von Wu et al. 

(252) wurde dieser Ansatz jedoch in seiner Bedeutung reduziert. Der Autor hatte 

unter anderem im Rahmen seiner Untersuchung bei sechs gesunden Patienten 

467 miRNAs auf ihr Expressionsverhalten innerhalb unterschiedlicher Lokalisatio-

nen im gesunden Darmes analysiert. Die Lokalisationen stellten dabei das termi-

nalen Ileum, das Coecum, das Colon transversum, das Sigmoideum und das Rek-

tum dar. Als normalisierendes Gen wurde U6B verwendet. Die Analyse ergab, 

dass zwar die meisten der untersuchten miRNAs im gesamten Darm ein gleich-

wertiges Expressionsmuster aufwiesen, jedoch 10 miRNAs (miRNAs miR-31, miR-

215, miR-22, miR-26a, miR-19b, miR-422b, miR-23a, miR-126, let-7d und miR-

320) lokalisationsabhängige Variationen aufwiesen. Jedoch muss beachtet wer-

den, dass es noch keine bestätigende Studien dazu gibt und auch die Gruppen-

größe nur sehr klein ausfiel, so dass Konfounder, oder Fehler beispielsweise in 

Form von kürzlich stattgehabter Infektion oder veränderten Lebensgewohnheit 

nicht berücksichtigt wurden. Eine Aussage, inwiefern die in der vorliegenden Ar-

beit untersuchten miRNAs einer lokalisationsabhängigen Variation ihrer Expressi-

on unterliegen, kann nicht getroffen werden.  

Im Rahmen der unverbundenen Analyse stand das Ziel der allgemeingülti-

gen Herausarbeitung einer miRNA-Expressionsveränderung im Vordergrund. In 

diesem Untersuchungsschritt sollte also dargestellt werden, dass es in Zusam-

menhang mit der Erkrankung Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa zu einer allge-

meinen und gleichgerichteten Veränderungen der miRNA-Expression im Vergleich 

zum Kontrollkollektiv kommt. Diese Vorgehensweise des Datengewinnes ent-

spricht somit dem allgemeinen Vorgehen in aktuellen Veröffentlichungen (257, 

271). Es wird dadurch auch die Möglichkeit eröffnet, die in dieser Arbeit getroffe-

nen Aussagen – unter Beachtung des angewendeten Isolationsverfahrens (260) – 

mit der bestehenden Literatur vergleichen zu können.  
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Im Rahmen der Ergebnisdiskussion wird die in den Ergebnissen begonnene Glie-

derung verlassen. Es wird somit das Expressionsverhalten der miRNAs nicht ge-

mäß der einzelnen Analysen sortiert diskutiert, sondern unter Beachtung des je-

weiligen Krankheitsgeschehens. Dieser Weg wird auf Grund der deutlich ange-

nehmeren Nachvollziehbarkeit für den Leser gewählt. 

5.2.4 miRNA-Expression bei Morbus Crohn im Kolon 
5.2.4.1 Diskussion der Ergebnisse zur miRNA-Expression im Bereich des 

Kolons im Rahmen der verbunden Analyse 
Im Vergleich von gesunden zu entzündetem Dickdarmgewebe innerhalb eines 

Patienten zeigten sich deutliche Veränderungen der Expression für die miRNAs 

let-7d und miR-22, sowie eine Veränderung für miR-15a. In allen Fällen war die 

Expression gesteigert, wobei die deutlichste Expressionssteigerung um das ca. 3-

fache für die miR-22 beobachtet werden konnte. Obwohl Wu et al. (252) in der 

oben genannten Untersuchung aufzeigen konnte, dass sowohl die miR-22 als 

auch die let-7d lokalisationsspezifischen Schwankungen unterliegt, sind die Er-

gebnisse dieser Arbeit aus folgenden Gründen verwertbar: 

Für die let-7d fand Wu et al. eine signifikant veränderte Expressionssteige-

rung im Bereich des Sigmoideum im Vergleich zu gleichwertigen Expressionsle-

veln im Coecum, Colon transversum und Rektum. Somit stammten prinzipiell die 

meisten der untersuchten Biopsien aus Bereichen, die eine gleichwertige Expres-

sion aufwiesen (vgl. Tabelle 25). Problematisch sind lediglich die drei Biopsien aus 

dem Bereich des entzündeten Sigmoideum. Hier stellt sich die Frage, ob es zu 

einer gesteigerten miRNA Expression der let-7d zusätzlich durch die Entzün-

dungsreaktion, oder ob lediglich die von Haus aus gesteigerte Expression zum 

Tragen kommt. Da jedoch nur knapp ein Drittel der Werte derartig beeinflusst wur-

den, jedoch ein klarer Expressionsunterschied aufgezeigt werden konnte, ist mit 

einer zusätzlichen Expressionssteigerung im Rahmen der Entzündungsreaktion zu 

rechnen. Eine Präzisierung der Ergebnisse durch einen erneuten Vergleich der let-

7d Expression innerhalb eines Patienten mit einem größeren Kollektiv wäre den-

noch zu empfehlen. Besonderes Augenmerk sollte darauf gelegt werden, dass 

dann jedoch unter Aussparung des Sigmoideum nur noch Biopsien aus zwei vorab 

definierten Kolon-Regionen miteinander verglichen werden. 

In der Untersuchung von Wu et al. wies lediglich das terminale Ileum ein 

signifikant erhöhtes Expressionsniveau der miR-22 auf. Die anderen Dickdarmab-
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schnitte (Coecum, Colon transversum, Sigmoideum und Rektum) wiesen hinge-

gen ähnliche Expressionseigenschaften im gesunden Gewebe auf. Die gefundene 

Expressionssteigerung lässt sich somit mit größerer Sicherheit auf die Entzün-

dungsreaktion zurückführen. 

Weitere Hinweise auf Veränderungen im Expressionsverhalten lieferten die miR-

NAs miR-30e sowie miR-141, welche jedoch mit einem p-Wert von p = 0,07 das 

Signifikanzniveau nicht erreichen konnten. Zur Verifizierung der vermuteten Signi-

fikanz wären somit auch hier weiterführende Untersuchungen der miR-30e sowie 

der miR-141 an einem größeren Kollektiv nötig. 

5.2.4.2 Diskussion der Ergebnisse zur miRNA-Expression im Bereich des 
Kolons im Rahmen der unverbundenen Analyse 

Die im Rahmen der ausführlicheren Untersuchung erzielten Ergebnisse zu den 

Patienten der unverbundenen Analyse sind im Vergleich zu den Ergebnissen der 

verbundenen Analyse inkongruent. Es zeigt sich hierbei, dass weder die let-7d 

noch die miR-15a eine signifikante Veränderung aufweisen. Unter Beachtung der 

für die miRNA let-7d beschriebenen lokalgeweblichen Expressionsveränderung 

(252) erfolgte eine weitere Analyse, wobei jeweils nur entzündliches und nicht-

entzündliches Colon transversum miteinander verglichen wurde (vgl Abschnitt 

4.4.2.). Hierbei konnte erneut eine Überexpression der let-7d im Rahmen der Ent-

zündungsreaktion herausgearbeitet und somit bestätigt werden. Zusätzlich konnte 

in der Untergruppe der Morbus Crohn Patienten mit einer hochgradigen Entzün-

dung eine Veränderung der Expression für die miR-22 nachvollzogen werden. 

Keine statistisch belegbare Relevanz ergab sich auch im Rahmen dieser Untersu-

chung für die miR-15a, so dass davon ausgegangen werden muss, dass eine int-

raindividuelle Expression in der durchgeführten Untersuchung vorlag. Zur Verifizie-

rung wäre jedoch die erneute Untersuchung in einem größeren Kollektiv nötig. 

5.2.4.3 Zusammenfassung der in dieser Arbeit erzielten miRNA-
Expressionsunterschiede im Rahmen eines aktiven Morbus Crohn 

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit zwei miRNAs identifiziert werden, 

welche im Rahmen des Entzündungsprozesses bei bestehendem Morbus Crohn 

vermehrt gebildet werden. Die erste miRNA stellt die miR-22 dar, welche unter 

Berücksichtigung des gesamten Dickdarms überexprimiert wird. Außerdem konnte 

gezeigt werden, dass die miRNA let-7d besonders im Bereich des entzündeten 

Colon transversum im Vergleich zum nicht-entzündlichen Colon transversum ver-

mehrt gebildet wird.  
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5.2.4.4 Vergleich mit der Literatur  
Wie der Tabelle 32 (Stand: 02/2012) zu entnehmen ist, wurden die hier als über-

exprimiert erwähnten miRNAs bisher noch nicht publiziert. Zum einen wurden an-

dere Schwerpunkte im Rahmen der Untersuchung gelegt und dadurch die miRN-

As daraufhin gezielter analysiert. Eine Fragestellung etwa diente dem Ziel heraus-

zufinden, warum manche Patienten eine stärkere Tendenz zur Ausbildung von 

Stenosen im Rahmen einer ausgeprägteren Fibrosereaktion aufweisen als andere 

Patienten mit Morbus Crohn (276). Dazu wurde auf die Erkenntnisse früherer Pub-

likationen zurückgegriffen, welche eine Expressionssteigerung der miR-200-

Familie im Rahmen einer renalen Fibrosierung darlegten. Ein anderer Schwer-

punkt galt der Untersuchung, wie sich die miRNA-Expression im Rahmen der ne-

oplastischen Transformation von gesundem über dysplastischem zu neoplasti-

schem Gewebe verändert (277). Das Gewebe wurde dazu aus Parafinblöcken der 

Pathologen entnommen und mittels Array-Verfahren für humane Karzinome (im 

Handel erhältlich) auf die miRNA-Expression hin untersucht und verglichen. 
Material Probenort  miRNA Quelle 

Human Kolon Fibrosiertes Kolon vs nicht 
fibrosiertes Kolon miR 200b (276) 

Human Kolon 
Veränderung der miRNA 
Expression im Rahmen neo-
plastischer Umwandlung 

miR-122, miR-181a, miR-146-5p, let-7e, 
miR-17, miR-143 (277) 

Maus Kolon DSS induzierte Entzündung miR-150 (278) Human Kolon Patienten mit aktivem MC 

Human Plasma Untersuchung von Blutpro-
ben 

miR-16, miR-23a, miR-29a, miR-106a, 
miR-107, miR-126, miR-191, miR-199a-5p, 
miR-200c, miR-362-3p, miR-532-3p 

(279) 

Human Kolon Verglich von gesundem zu 
entzündetem Sigmoideum 

miR-23b, miR-106a, miR-191, miR-19b, 
miR-629 (252) 

Tabelle 32     In der Literatur aufgeführte miRNA Veränderungen im Rahmen eines Morbus Crohn; grün 
= überexprimierte miRNAs; rot = supprimierte miRNAs; schwarz = alternierendes Expressionsmuster 

Lediglich die Publikation von Wu et al. (252) stellt eine vergleichbare Veröffentli-

chung dar, so dass diese als Vergleichsmaßstab herangezogen wird. Es wurden 

dabei bei 6 gesunden Patienten jeweils eine Biopsie aus dem Bereich des Termi-

nalen Ileum, des Coecum, des Colon transversum, des Sigmoideum sowie des 

Rektum entnommen. Zusätzlich erfolgten bei weiteren 7 Patienten jeweils eine 

gesunde Biopsie aus dem Sigmoideum. Bei Morbus Crohn Patienten erfolgte bei 5 

Patienten eine Probenentnahme von entzündetem Gewebe im Bereich des Sig-

moideum und bei 6 Patienten im Bereich des Terminalen Ileum. Es wurde die To-

talRNA mit Hilfe von Trizol-Reagenz der Firma Invitrogen, als auf Grundlage einer 

Phenol-Guanidin-Isozyanat basierten Methode, isoliert. Anschließend erfolgte die 

Aufteilung in eine kleine RNA-Fraktion, bestehend aus RNA-Ketten von einer Län-
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ge von <200 Nukleotiden und in eine große RNA-Fraktion mit einer Kettenlänge 

von >200 Nukleotide. Die kleinen RNA-Fraktionen jeglicher Proben (n = 48) wur-

den im Anschluss mit Hilfe des NCode Multi-Species miRNA Microarray, V2 Ana-

lysesystems der Firma Invitrogen auf ihre miRNA-Expressionsmuster untersucht. 

Der Vorteil dieses Systems war dabei die zeitgleiche Analyse von 467 humanen 

miRNAs, wohingegen das in dieser Arbeit verwendete System lediglich nur 88 

miRNAs zeitgleich erfassen konnte. Zusätzlich erfolgte die Markierung mit Oyster-

550 und Oyster-650 bei 52° für 16 Stunden mit anschließender Auswertung des 

Fluoreszenzsignales. Die miRNAs wurden als signifikant in ihrer Expression be-

wertet, wenn ihre Expression im Gruppenvergleich >2, ein P-Wert < 0,05 und ein 

Flueoreszenzunterschied im Gruppenvergleich von >100 willkürlich gewählten 

Einheiten (arbitrary units) erreicht wurde. Im Vergleich zu dieser Arbeit waren so-

mit die technischen Herausforderungen in der Analyse von Wu et al. deutlich hö-

her. Jedoch war dieser Aufwand auch nötig, da rein statistisch die Möglichkeit für 

falsch positive Werte auf Grund mehrfacher Testung höher ausfiel ((48x467)x0,05 

= 1120,8 mögliche falsch positive Werte)). Außerdem wurden alle Proben einmal 

mit dem miRNA-Array System analysiert, und die in ihrer Expression am stärksten 

veränderten miRNAs (N = 11; mit verstärkte Expression im Kolon: miR-21, miR-

23b, miR-29a, miR-106a, miR-107, miR-126, miR-191 und miR-200c; reduzierte 

Expression für das Kolon: miR-19b, miR-422b, miR-629) wurden zur Bestätigung 

einer quantitativen PCR unterzogen. Hierbei konnte eine verstärkte Expression für 

drei miRNAs (23b, miR-106a und miR-191) sowie eine reduzierte Expression für 

zwei miRNAs (miR-19b und miR-626) belegt werden. Keine Unterschiede ergaben 

sich für die restlichen 6 miRNAs (miR-21, miR-29a, miR-107, miR-126 miR-200c, 

miR-422b). Somit zeigte sich, dass über die Hälfte der angeblich positiven Proben 

nicht signifikant verändert war. Die Schwächen dieser Arbeit lagen zusammenfas-

send in der Erfassung eines sehr kleinen Kollektives und der hohen Fehlerquote. 

Zusätzlich ist es auch nicht möglich nachzuvollziehen, welche miRNAs über das 

Array-System parallel analysiert wurden, da sich die vom Hersteller angegebene 

Verlinkung (www.invitrogen.com/ncode; Stand 07/2012) nicht öffnen lies. Ein di-

rekter Aussagenvergleich ist daher nur noch für die miRNA miR-19b möglich. Wu 

et al. stellten eine verminderte Expression dieser miRNA fest, welche sich jedoch 

in dem in dieser Arbeit erfassten Kollektiv nicht zeigte. Ein Erklärungsansatz hier-

für ist, dass in dieser Arbeit nicht zwischen den einzelnen Darmabschnitten unter-
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schieden wurde, da entsprechende Gruppengrößen für eine derartige Untersu-

chung zu klein ausgefallen wären. Außerdem war zum Analysezeitpunkt auch 

noch nicht bekannt, dass für die miRNA miR-19b die höchste Expression im 

Coecum und die niedrigste Expression im Rektum (um das 3,2fache niedriger im 

Vergleich zum Coecum) bei gesunden Menschen gefunden werden kann, wohin-

gegen das Colon transversum und das Sigmoideum gleichwertige Expressions-

profile aufwiesen (252). Da jedoch nur jeweils eine Biopsie aus dem Coecum und 

aus dem Rektum in dem hiesigen Kollektiv erfasst wurde, dürften diese beiden 

Proben von den anderen 15 Biopsien aus Kolonabschnitten gleichwertiger miRNA-

Expression ausgeglichen worden sein. Außerdem sind mögliche Analysefehler 

sowohl in dieser Arbeit sowie in der Arbeit von Wu et al. als weiterer möglicher 

Erklärungsansatz zu berücksichtigen. 

5.2.4.5 Theoretische Abhandlung der gemeinsamen Wirkungsweise der 
miRNAs let-7d und miR-22 auf den Entzündungsprozess 

In der Summe erbrachten die Untersuchungen zur Lokalisation und Funktion von 

Proteinen, welche gemäß Datenbankanalysen durch die miRNAs let-7d und miR-

22 gemeinsam reguliert werden, keine richtungsweisenden Ergebnisse. Dieses 

kann damit zusammenhängen, dass die angelegten Zuordnungsraster zu grob 

gefasst wurden, so dass spezifische Unterschiede in den jeweiligen Gruppen nicht 

erfasst wurden. Auf der anderen Seite stehen die Ergebnisse aber in Einklang mit 

den bisherigen Informationen zu den miRNAs, welche besagen, dass sie größten-

teils im Nukleus gebildet, an Proteine gebunden, in das Zytoplasma exportiert und 

dort schließlich primär regulierend aktiv werden (280). 

Auch die Pathway-Analyse zeigte keine richtungsweisenden Ergebnisse. Hierbei 

wurde jedoch verdeutlicht, dass drei Funktionen vor allem von Bedeutung sind: 

Syntheseprozesse, Regulationspathways für Transkriptions- und Apoptosevor-

gänge sowie Antwortreaktionen auf Stress und eingehende Signalwege. 

Präzisiert werden diese Aussagen durch die Hinweise, dass insbesondere Immun-

reaktionen durch die positive Regulation des „I-kappaB kinase/NF-kappaB 

cascade“ möglicherweise über die Proteine C6orf98, ZDHHC16 und PLEKHG5 

ausgelöst werden können. Auch wenn diese Proteine in ihrer Bedeutung in Bezug 

auf Morbus Crohn noch nicht explizit untersucht wurden, so gibt es dennoch Bele-

ge, dass dieser Signalweg in Zusammenhang mit der Entwicklung der Erkrankung 

Morbus Crohn liegt. Aus dem aktuellen Review von Wei J. et al. (281) geht hervor,  
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dass NF-ĸB ein Transkriptionsfaktor ist, welcher an Antwortreaktionen auf zelluläre 

Stressreaktionen unterschiedlichster Art beteiligt ist. Störungen im NF-ĸB-

Signalweg haben Auswirkungen auf die intestinale Barrierefunktion und bewirken 

übermäßige Freisetzung von T-Effektor-Zellen, welche pathogonomisch für den 

Morbus Crohn sind. Auf der anderen Seite geht aus Studien an Mäusen mit supp-

rimierter NF-ĸB-Aktivierung hervor, dass NF-ĸB ebenso eine bedeutende protekti-

ve Eigenschaft im Rahmen der intestinalen Homöostase spielt (282, 283). Werden 

zum einen die harmlosen Bakterien in der Darmflora zur Bereitstellung wichtiger, 

essentieller Vitamine und zur Unterstützung unserer Verdauungsfunktion ge-

braucht, ist eine schnelle und effektive Immunantwort bei Auftreten schädlicher 

Darmkeime zur schnellen Eliminierung nötig. Dabei sollte aber die benötigte gute 

Flora möglichst wenig in Mitleidenschaft gezogen werden. Diese Immunantwort 

wird über NOD-like- als auch über Toll-like-Rezeptoren eingeleitet, welche im NF-

ĸB-Signalweg ihre Fortsetzung finden und welche für die adäquate Immunantwort 

zuständig sind. Die Mechanismen, welche dazu führen, dass NF-κB sowohol pro-

entzündlich und auf anti-entzündlich wirken, sind bis jetzt jedoch noch nicht detai-

liert geklärt (284). Gezeigt werden konnte beispielsweise, dass die miR-9 den NF-

kB Signalweg über ihre Zielstruktur in Form der p50 mRNA supprimieren kann 

(285). Auf den Signalweg förderlich wirken hingegen die durch den NF-kB-Weg 

induzierte verminderte Ausbildung der miRNA let-7 ein. Die Folge der verminder-

ten let-7 Produktion ist die reduzierte Bildung der IL-6 mRNA bei gleichzeitig ge-

steigerter Zytokinproduktion (286). Weitere miRNAs stehen jedoch ebenfalls in 

Verdacht, eine Rolle in dem komplexen Prozess zu spielen, so dass sich die For-

schung noch in der Anfangsphase befindet.  

Die ClueGO Auswertung machte deutlich, dass besonders zwei Cluster durch die 

miRNAs let-7d und miR-22 angesprochen werden. Das erste Cluster befasst sich 

mit der negativen Regulation des T-Zell-Rezeptor Signalweges. Dabei ist bereits 

über Studien belegt, dass der T-Zell-Rezeptor Signalweg an der Entwicklung eines 

Morbus Crohn ganz entschieden beteiligt ist. Niesner et al. (287) konnte bei-

spielsweise darlegen, dass Th1 Effector Memory-Zellen über den STAT4 und den 

T-Zell-Rezeptor (TCR) Signalweg aktiviert, eine vermehrte Aktivierung des NFAT 

und NF-kB-Signalweges aufweisen. Die Folge sind eine vermehrte Expression von 

proentzündlichen Zytokinen und damit die Einleitung einer Entzündungsreaktion. 

Zusätzlich konnten sie zeigen, dass bei einer mehrfachen Aktivierung dieser Th1-
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Effector Memory-Zellen über den TCR-Rezeptor eine vermehrte Expression des 

twist1 Gen auftrat, welches wiederum kontrollierend auf die Entzündungsreaktion 

und die Zytokinproduktion durch Hemmung des NF-kB-Signalweges einwirkt.  

Das zweite Cluster dreht sich um die T-Zell-Reifung im Thymus. Im Gegensatz zu 

den B-Zell-Funktionsstörungen lassen sich keine Aussagen zu einer Assoziation 

zwischen dem Auftreten von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen und an-

geborenen selektiven T-Zell-Funktionsstörungen wie etwa beim DiGeorge-

Syndrom finden. Besonders Funktionsstörungen im Reifungsprozess von T-Zellen 

im Thymus waren daher noch nicht Gegenstand von Pathogeneseuntersuchungen 

bei Morbus Crohn. Jedoch zeigt das Review von Mark et al. (288) das Entzündun-

gen des Darmes mit T-Zell-Funktionsstörungen einhergehen. Es wurden dazu kli-

nische Fallstudien, Reviews und Fallberichte von Patienten mit Störungen der T-

Zell-Funktion analysiert. Aufgenommen wurden Patienten mit dem IPEX-Syndrom 

(Immune dysregulation, polyendocrinopathy, early onset enteropathy, X-linked 

inheritance), welches eine Störung in der T-Zell-Differenzierung und Aktivierung 

durch eine Mutation im Bereich des FOXP3 Gen darstellt, dem Hyper-IgM-

Syndrom, welches mit einer Mutation des CD40 Moleküls einhergeht, sowie Pati-

enten mit HIV oder bei Patienten mit Melanomen oder Prostata-Carzinomen unter 

Therapie mit anti-CTLA4 Antikörpern. Das Ergebnis der Untersuchung war der 

Nachweis, dass es im Rahmen der mit diesen Erkrankungen einhergehenden T-

Zell-Störungen zu Entzündungen im Darm kommt und meist eine Kaskade weite-

rer Immunreaktionen, wie der B-Zell-Aktivierung, ins Rollen kommt. 

5.2.5 miRNA Expression im terminalen Ileum 
5.2.5.1 Diskussion der Ergebnisse zur miRNA-Expression im Bereich des 

terminalen Ileums im Rahmen der verbunden Analyse 
Im Vergleich von gesundem Kolon zu entzündetem terminalen Ileum innerhalb 

desselben Patienten konnte eine deutlich gesteigerten Expression um das knapp 

8–fache der miR-424 festgestellt werden, wobei jedoch gleichzeitig auch eine sehr 

große Streuung der Expression dieser miRNA auffiel. Ebenfalls hoch signifikant 

überexprimiert ist die miR-30e. Die miRNAs miR-185 und miR-374b wiesen zwar 

Veränderungen im Expressionsverhalten auf, jedoch waren ihre Spannweiten der-

artig groß, dass keine statistische Signifikanz erreicht werden konnte. Außerdem 

war besonders in Bezug auf die miR-185 das Problem aufgetreten, dass auf ein 

deutlich kleineres Kollektiv von n = 4, statt n = 8 Patienten zurückgegriffen werden 
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musste, da bei vier Proben zu starke Verunreinigungen im Isolationsprozess der 

miRNA aufgetreten waren. Systemische Fehler der Messung oder des Analyse-

verfahrens können weitestgehend ausgeschlossen werden, zumal sich während 

desselben Messversuches andere miRNAs als nicht verändert darstellten. Auf 

Grund fehlender Publikationen zum Expressionsverhalten dieser miRNAs zwi-

schen gesunden und entzündeten Darmstücken aus einem Patienten, ist eine wei-

terführende Diskussion zum aktuellen Zeitpunkt nicht möglich. 

5.2.5.2 Diskussion der Ergebnisse zur miRNA-Expression im Bereich des 
terminalen Ileums im Rahmen der unverbunden Analyse 

Zu ähnlichen Ergebnissen kommt die Untersuchung der miRNA-Expression inner-

halb des Gesamtkollektives. Sind nun sowohl die miR-185 (p = 0,005) als auch die 

miRNA miR-424 (p = 0,013) neben der miR-374b (p = 0,052) signifikant verändert, 

kann die miR-30e (p = 0,09) das Signifikanzlevel nicht mehr erreichen. Besonders 

die miRNA miR-185 ist um das rund 35fache deutlicher überexprimiert als die 

miRNAs miR-424 (rund 10fache), miR-374b (rund 5fache) und die miRNA miR-

30e (rund 3fache). Dass die miR-30e das Signifikanzniveau in dieser Untersu-

chung trotz einer Überexpression um das fast 3fache nicht erreicht, liegt an der 

Feststellung mehrerer Ausreißer, welche jedoch auf Grund fehlender Hinweise für 

systemische Fehler nicht ausgeschlossen werden konnten. Auch ist nicht sicher, 

inwiefern die jeweils erhaltene medikamentöse Therapie mit Mesalazinen (n = 4), 

Immunmodulatoren wie Azathioprin (n = 6) und Biologics (n = 1) das ursprünglich 

unter Entzündung exprimierte miRNA-Level der miR-30e reduziert und somit vom 

Erreichen des Signifikanzlevels abgehalten hat.  

Ein weiterer kritischer Aspekt in dieser Untersuchung ist die Betrachtung von zwei 

unterschiedlichen Gewebetypen aus der Funktionseinheit Darm in Form des Ko-

lons im Vergleich zum terminalen Ileum. Hierbei ist bekannt, dass sowohl die bak-

terielle Kolonisation (72) sowie die daraus resultierende Immunsituation, als auch 

die Funktion und der histologische Aufbau dieser Gewebearten verschieden sind 

(73). Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass etwaige Veränderungen 

der miRNA-Situation aus der Gewebesituation resultieren. Jedoch muss dennoch 

diese mögliche Fehlerquelle akzeptiert werden, da kein adäquates, aus demsel-

ben Patienten stammendes Vergleichsgewebe zu erhalten war. 
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5.2.5.3 Zusammenfassung der in dieser Arbeit erzielten miRNA-
Expressionsunterschiede im Bereich des terminalen Ileums 

Für das terminale Ileum lässt sich somit im Rahmen der Entzündungsreaktion bei 

Morbus Crohn zusammenfassend darstellen, dass unter den untersuchten miRN-

As die miR-30e, miR-185, miR-374b und miR-424 mit gesteigerten Expressions-

werten einhergingen. 

5.2.5.4 Vergleich mit der Literatur 
Die Untersuchung der in der Literatur vorhandenen Publikationen zum Expressi-

onsverhalten von miRNAs innerhalb des terminalen Ileums bei Morbus Crohn führ-

te lediglich zu einer verwertbaren Publikation (vgl. Tabelle 33). Hierbei handelte es 

sich erneut um die bereits unter 5.2.4.4. beschriebene Veröffentlichung von Wu et 

al., welcher darlegte, dass es im Vergleich von gesundem terminalen Ileum der 

Kontrollgruppe (n = 6) zum entzündeten terminalen Ileum der Patienten mit Mor-

bus Crohn (n = 6) zu einer Expressionssteigerung der miRNAs miR-16, miR-21, 

miR-223 und miR-594 kommt. Die Gruppengrößen fielen dort somit etwas kleiner 

als in dieser Arbeit aus (Kontrollen n = 5, Morbus Crohn Patienten n = 11). Auffäl-

lig ist, dass dennoch keine der in dieser Arbeit identifizierten miRNAs als verändert 

bei Wu et al. beschrieben wurden, wobei jedoch leider nicht nachvollzogen werden 

konnte, welche miRNAs initial von Wu et al. untersucht wurden.  Somit besteht die 

Möglichkeit, dass die hier identifizierten miRNAs von der Arbeitsgruppe Wu et al. 

nicht erfasst worden sind. 
Material Untersuchung  miRNA Quelle 

Human terminales 
Ileum 

gesunde Kontrolle vs aktiver 
MC miR-16, miR-21, mIR-223, miR-594 (252) 

Tabelle 33     In Biopsien des terminalen Ileum nachgewiesene miRNA-Veränderungen bei Morbus 
Crohn; grün = im Vergleich zum Kontrollgen in der Expression gesteigert 

Da es keine Veröffentlichung zum Expressionsverhalten der miRNAs miR-30e, 

miR-185, miR-374b und miR-424 im Bereich des terminalen Ileums gibt, wurde die 

Literaturrecherche auf allgemein beschriebene Veränderungen dieser miRNAs im 

Zusammenhang mit einem Morbus Crohn ausgeweitet. 

Es zeigt sich dabei, dass Zahm et al. eine Überexpression der miR-30e im Rah-

men von Serumuntersuchungen bei Kindern mit aktivem Morbus herausfand 

(259). Dazu untersuchte er 46 Seren von Kindern mit Morbus Crohn im Alter von 

13,7 Jahren mit einer Standardabweichung von 3 Jahren und 32 Seren von ge-

sunden Kindern im Alter von 13,1 Jahren mit einer Standardabweichung von 4,1 

Jahren. Eine gesteigerte miRNA Expression fand er neben der miR-30e ebenfalls 
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bei den miRNAs let-7b, miR-16, miR-20a, miR-21, miR-93, miR-106a, miR-140, 

miR-192, miR-195 miR-484. Zusätzlich konnte er aufzeigen, dass es nach 6 mo-

natiger Therapie zu einer Suppression der miRNA Expression der miRNAs miR-

484 und miR-195 kam.  

Unter den Suchbegriffen „miR-185 AND Crohns disease“, „miR-185 AND IBD“ und 

„miR-185 AND Kolon“ ließen sich in PubMed keine Publikationen finden, welche 

eine direkte Assoziation zwischen Expressionsveränderung der miR-185 und 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankung ermöglichen. Jedoch gibt es mehrere 

Publikationen, welche belegen, dass ein Zusammenhang zwischen der miR-185 

Expression und der Entstehung von kolorektalen Karzinomen besteht. Liu et al. 

konnte an Hand von Zellkulturen etwa aufzeigen, dass die miR-185 die Proteinle-

vels von RhoA und Cdc42 reduziert (289). Beide Proteine sind entscheidend für 

die Zellproliferation und die Fähigkeit Metastasen bei kolorektalen Karzinomen zu 

bilden. Somit dient die miR-185 als negativer Regulator mit letztlich der Fähigkeit 

die Invasivität und Proliferationsfähigkeit der Tumorzellen zu steuern. Da im Rah-

men von Morbus Crohn die Inzidenz von kolorektalen Karzinomen ansteigt, ist ein 

protektiver Zusammenhang möglicherweise gegeben. 

Auch die miR-424 wird in der Literatur nicht direkt mit dem Pathogeneseprozess 

von Morbus Crohn in Zusammenhang gebracht, sondern als ein die Angiogenese 

und Chemotaxis fördernder Faktor beschrieben. Dazu inhibiert sie die Expression 

von CUL2 und stabilisiert die Expression von HIF-1α (290). Es kommt ebenso in 

gesteigerter Expression beim Kolonkarzinom vor (291).  

5.2.5.5 Theoretische Abhandlung der gemeinsam Wirkungsweise der miRN-
As miR-30e, miR-185, miR-374b und miR-424 

Die Datenbankanalyse zu den miRNAs miR-30e, miR-185, miR-374b und miR-424 

erbrachte für die Bereiche Lokalisation und Funktion keine neuen Erkenntnisse, 

sondern sie spiegeln wie bereits beschrieben, die normale Verteilung der miRNAs 

innerhalb der Zelle wieder. Anders hingegen verhält es sich mit den Proteinanaly-

sen. In der Literaturdiskussion wurde bereits nahegelegt, dass Funktionsstörungen 

im Bereich der intestinalen Barriere eine bedeutende Stellung im Pathogenese-

prozess von Morbus Crohn einnehmen. CD40-CD40L-Interaktionen in diesem 

Bereich stellen eine dieser Funktionsstörungen dar, da sie proinflammatorische 

Pathways in Immun- und nicht-Immunzellen initialisieren können (292). TNF-α und 

INF-γ stellen Zytokine dar, welche über Aktivierung des NF-ĸB-Signalweges die 
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Expression von CD40-Molekülen steigern und dadurch die Schwere der Entzün-

dungsreaktion beeinflussen. Eine Regulation des CD40-Moleküls durch die miR-

NAs miR-30e, miR-185, miR-374b und miR-424 wird durch die durchgeführten 

Datenbankauswertungen zu den am häufigsten regulierten Proteinen nahegelegt 

und durch die Pathwayanalysen mit besonderer Betonung der positiven regulation 

des I-kappaB kinase/NF-kappaB Kaskade unterstrichen. 

In der Literaturdiskussion wurde ebenfalls auf den Stellenwert der „unfolded pro-

tein response“ im Rahmen von Stressreaktionen hingewiesen. Eine enge Ver-

knüpfung zwischen der Ausbildung von Stress-Granula und der „unfolded protein 

response“ könnte durch das Protein TDRD3 bestehen (293). In einem Review von 

Thomas MG et al. wird darauf verwiesen, dass Stress-Granula bedingt durch zel-

lulären Stress gebildet werden und eine weitreichende Translationshemmung über 

mehrere Pathways bewirken, worunter unter anderem die Phosphorylierung und 

somit Inaktivierung des Schlüsselfaktors eIF2α als die Translation einleitender 

Faktor fällt (294). Die Folge von dessen Beeinflussung ist eine Förderung der Ent-

zündungsreaktion und die Einleitung von Apoptoseprozessen. 

Im Rahmen der Auswertung zeigte sich außerdem, dass die Proteine SAT1, 
APTX und REV3L (295) bei einem Kolonkarzinom vermehrt zu finden sind. Da 

auch Morbus Crohn in den durchgeführten epidemiologischen Studien ein höheres 

Risiko zur Entwicklung von Kolonkarzinomen aufwies, lässt sich ein möglicher Zu-

sammenhang mutmaßen, welcher jedoch ebenfalls noch über experimentelle Stu-

dien bestätigt werden muss.  

Im Rahmen der ClueGo Auswertung wurden 3 Cluster der Immunsystempathway-

Beeinflussung deutlich. Wie bereits in der Clusteranalyse zum Morbus Crohn im 

Bereich des Kolons beschrieben, kommt es erneut zur Aktivierung der positiven 

Regulation des T-Zell Rezeptor Signalweges mit Aktivierung der NF-kB-Kaskade 

(287).  

Das zweite Cluster stellt die These auf, dass eine positive Regulation des Klas-

senwechsels von Antikörpern zu IgG-Antikörpern im Rahmen einer chronisch-

entzündlichen Darmerkrankung erfolgt. Unterstützung findet diese These zum ei-

nen durch eine Untersuchung an Knockout Mäusen. Hierbei wurden zwei in keim-

armer Umgebung lebende Mausgruppen gebildet, wobei in beiden Gruppen das 

Gen für den T-Zell-Rezeptor α nicht mehr vorhanden war. Die Immunglobulin-

Level von Antikörpern wurden im Serum beider Mausgruppen untersucht, wobei 
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die erste Gruppe bestehend aus den älteren Mäusen bereits eine manifeste chro-

nische Entzündung des Darmes entwickelt hatte, während die andere Gruppe 

noch auf dem Weg zu einer solchen war. Das Resultat war die Feststellung, dass 

im Rahmen des Entzündungsprozesses und der damit einhergehenden Zytokin-

imbalance eine vermehrte Bildung von B-Zellen erfolgte, welche wiederum eine 

gesteigerte Produktion von Antikörpern aufwiesen. Dabei fand ein Switch der Anti-

körperproduktion statt, so dass vor allem vermehrt Antikörper der IgG1 und IgG2 

Subklassen gebildet wurden (296). Problematisch an diesem Experiment sind je-

doch die Aspekte, dass es sich einerseits um eine Mausstudie handelt, welche 

eine eins-zu-eins Übertragbarkeit nicht garantieren kann. Andererseits handelte es 

sich um gezielt mutierte Mäuse, deren Erkrankung zwar eine Entzündung des 

Darmes entsprach, aber nicht mit einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung 

gleichzusetzen ist.  

Zum anderen konnte aber auch eine humane Untersuchung zeigen, dass es zu 

einer vermehrten Bildung von IgG2 im Rahmen eines Morbus Crohn kommt (297). 

Es wurden dazu von 68 Patienten mit Morbus Crohn und von 66 Patienten mit ei-

ner Colitis ulcerosa die Serumkonzentrationen der Immunglobuline IgG1, IgG2, 

IgG3, IgG4, IgA und IgM im Vergleich zueinander analysiert, wobei bereits im Vor-

feld eine gesteigerte Immunglobulinkonzentration im Vergleich zu gesunden fest-

gestellt wurden. Während bei der Colitis ulcerosa hohe IgG1-Level gemessen 

werden konnten, fielen beim Morbus Crohn vor allem hohe IgG2-Level auf. IgG2-

Globuline sind dabei besonders gegen Polysaccharidantigene etwa in Rahmen 

von Infektionen mit bekapselten Bakterien gerichtet (Hubert, A. et al.: „Humorale 

Immundefizienz I: Antikörpermangelsyndrome ohne bekannte genetische Defek-

te“. In: „ImmunDefektCentrum der Charité“. Stand: 15.09.2012.  

http://www.immundefekt.de/hid.shtml). Das gerade der IgG2-Anteil ansteigt, ist mit 

einer kürzlich erschienen Veröffentlichung von Harmsen et al. (298)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

vereinbar, welcher zeigte, dass Crohn Patienten mehr IgG-bindende Bakterien 

vom Escherichia coli Typ aufwiesen. Er untersuchte dazu das Serum und die 

Stuhlproben von 23 Morbus Crohn und 11 gesunden Patienten auf das Immunglo-

bulin IgG. Er stellte fest, dass die Morbus Crohn Patienten eine höhere Konzentra-

tion an IgG-bindende Bakterien, vor allem von Escherichia Coli Typ, aufwiesen. 

Dieses führte er auf die gestörte Schleimhautbarriere zurück, wodurch es zum ei-
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nen zu einer abzuwehrenden Invasion von Darmkeimen bei gleichzeitig bestehen-

der Leckage von IgG kommt.  

Das dritte Cluster hebt die Bedeutung der positiven Regulation des MyD88 ab-

hängigen Toll-Like Rezeptor Signalweges hervor. Ein gutes Review zu dem The-

ma stellt die Veröffentlichung von Santaolalla und Abreu dar, aus dem folgende 

Aspekte hervorgehen (299): Toll-Like Rezeptoren dienen als Sensoren und kön-

nen Immunantworten etwa in Form von der Produktion von Zytokinen, Chemoki-

nen und antimikrobiellen Peptiden einleiten. Außerdem werden diese Rezeptoren 

für die Aktivierung von dendritischen Zellen und Makrophagen im Bereich der 

Darmschleimhaut benötigt. Über den MyD88-Signalweg können die aktivierten 

Toll-like Rezeptoren intraepitheliale T-Lymphozyten zur Produktion von antimikro-

biellen Peptiden anregen. Bezogen auf den Dünndarm wurde eine vom MyD88 

abhängige Rekrutierung von Mastzellen gezeigt. Außerdem wird durch den Sig-

nalweg die Trennung der Darmflora vom Epithel durch die Beeinflussung der 

Schleimschichtdicke reguliert. Im Rahmen eines Morbus Crohn konnte eine Zu-

nahme der Schleimproduktion bei gleichzeitiger Abnahme der Defensin und Peptid 

Konzentration festgestellt werden (89).  

5.2.6 miRNA-Expression bei Colitis ulcerosa 
5.2.6.1 Diskussion der Ergebnisse zur miRNA-Expression im Bereich des 

Kolons im Rahmen der verbundenen Analyse 
Hatten sich für die Colitis ulcerosa im Rahmen der Array-Analysen Expressionsun-

terschiede für die miRNAs let-7d und miR-185 gezeigt, konnten diese Unterschie-

de innerhalb der Untersuchung am selben Patienten nicht mehr nachvollzogen 

werden. Dieses kann daran liegen, dass eine um den Faktor vier größere Anzahl 

an Proben analysiert wurde, und sich dadurch mögliche Unterschiede nivelliert 

haben. Eine weitere Erklärungsmöglichkeit liegt im miRNA-Array-System, wel-

ches, auf Grund seines hohen Potenziales für falsch positive Werte, anfällig ist 

(274), so dass eine weitere Überprüfung der Ergebnisse notwendig wurde. 

5.2.6.2 Diskussion der Ergebnisse zur miRNA-Expression im Bereich des 
Kolons im Rahmen der unverbundenen Analyse 

Auch in der an einem größeren Kollektiv durchgeführten Expressionsanalyse zeig-

te sich lediglich eine nicht-signifikante Tendenz für eine gesteigerte Expression 

der let-7d. An Hand der graphischen Darstellungen kann man jedoch auf der an-

deren Seite erkennen, dass die Boxplots der miRNAs let-7d, miR-424 bei den Co-

litis ulcerosa und der Boxplot der miR-185 bei der Kontrollgruppe im großen Kol-
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lektiv eine große Spannweite aufweist, so dass die Erfassung eines noch größe-

ren Kollektives gegebenenfalls eine Präzisierung und dadurch mehr Klarheit be-

züglich einer Signifikanz der Expressionsunterschiede dieser miRNAs liefern wür-

de. Des weiteren ist zu beachten, dass im Rahmen der Expressionsanalyse in Ab-

hängigkeit vom Entzündungsgrad Expressionsunterschiede der miRNAs let-7d, 

miR-185 und miR-424 gefunden werden konnten. Damit ist es möglich, dass diese 

miRNAs erst im fortgeschrittenen Erkrankungsprozess eine Rolle spielen, in der 

initialen Gesamtschau jedoch in ihrer Bedeutung überschattet werden. Deutliche 

Unterschiede zwischen dem Expressionsverhalten der miRNAs let-7d (p < 0,001), 

miR-185 (p = 0,022), miR-374b (p = 0,04) und miR-424 (p < 0,001) ließen sich im 

Vergleich der Colitis ulcerosa-Patienten zu den Morbus Crohn Patienten erken-

nen, welche die These stützen, dass es sich bei den beiden Erkrankungen trotz 

vieler Gemeinsamkeiten um Prozesse unterschiedlicher Genese handelt. 

5.2.6.3 Zusammenfassung der in dieser Arbeit erzielten miRNA-
Expressionsunterschiede im Kolon von Colitis ulcerosa Patienten 

Zusammenfassend wurden auf Grund der mehrfachen Expressionsunterschiede in 

den einzelnen Analysen die miRNAs let-7d, miR-185 und miR-424 als für die Er-

krankung Colitis ulcerosa von Bedeutung gewertet. Alle drei miRNAs traten dabei 

im Rahmen des Erkrankungsprozesses als überexprimiert auf. 

5.2.6.4 Vergleich der Ergebnisse mit der Literatur 
Wie der Tabelle 34 zu entnehmen ist, wurde bereits eine Vielzahl an Experimen-

ten unternommen, um das Expressionsverhalten der miRNAs bei Colitis ulcerosa 

zu untersuchen.  
Material Untersuchung  miRNA Quelle 

Human Sigmoideum gesunde Kontrolle vs 
aktive Colitis ulcerosa 

miR-16, miR-21, miR-23a, miR-24, miR-
29a, miR-126, miR-195, let-7f, miR192, 
miR-375, miR-422b 

(258) 

Human Kolon gesunde Kontrolle vs 
aktive Colitis ulcerosa miR-21, miR-155 (300) 

Human Kolon gesunde Kontrolle vs 
aktive Colitis ulcerosa 

miR-7, miR-31, miR-135b, miR-223, 
miR-29a, miR-29b, miR-126*, miR-127-
3p, miR324-3p, miR-188-5p, miR-25, 
miR-320a, miR-346 

(257) 

Human Serum gesunde Kontrolle vs 
aktive Colitis ulcerosa 

miR-28-5p, miR-151-5p, miR-199a-5p, 
miR-340*, miRpls-E1271, miR-103-2*, 
miR-362-3p, miR-532-3p, miR-505* 

(301) 

Tabelle 34     In der Literatur beschriebene miRNA-Veränderungen bei Colitis ulcerosa; grün = überex-
primierte miRNAs; rot = supprimierte miRNAs 

Auffällig ist, dass keine der Publikationen die in dieser Arbeit identifizierten miRN-

As ebenfalls als in ihrer Expression verändert beschrieben hat. Dieses hängt damit 
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zusammen, dass in jeder der Arbeiten andere Systeme mit anderen Schwerpunk-

ten zum Einsatz gekommen sind, auf welche im Folgenden arbeitsspezifisch ein-

gegangen wird:  

In der ersten Publikation von Wu et al. aus dem Jahre 2008 (258) wurden jeweils 

15 Biopsien aus dem Bereich des Sigmoideums von Patienten mit einer aktiven 

Colitis ulcerosa und von gesunden Patienten als Kontrollgruppe gewonnen. Zur 

Klassifizierung der Erkrankung und der Entzündungsaktivität wurde zusätzlich je-

weils eine weitere Biopsie aus einem Umkreis von 10 cm entnommen und einer 

histopathologischen Untersuchung zugeführt. Die Isolation der TotalRNA erfolgte 

mit Hilfe des Triazol-Reagents, also auf Basis einer Methode mit Phenol-Guanidin-

Isozyanaten, wodurch eine Vergleichbarkeit der miRNA-Expression in dieser Ar-

beit möglich wird. Wie bereits unter Morbus Crohn beschrieben, erfolgte eine ini-

tiale Microarray Untersuchung mit dem „NCode Multi-Species miRNA Microarray“ 

der Firma Invitrogen, wobei auf Grund einer defekten Verlinkung die Zusammen-

setzung der analysierten miRNAs mit diesem Array-System nicht abrufbar ist. Da-

her kann auch nicht verglichen werden, ob dieselben miRNAs wie in dieser Arbeit 

mit diesem System erfasst wurden. Im Rahmen der Microarray-Analyse wurden 18 

miRNAs als in ihrer Expression verändert herausgearbeitet, von welchen 11 in der 

darauf folgenden Kontrollanalyse mittels quantitativer PCR bestätigt werden konn-

ten. Knapp 1/3 der untersuchten miRNAs fiel somit auch in diesem System als 

falsch positiv reguliert auf.  

In der Arbeit von Takagi et al. aus dem Jahre 2009 (300) konnten lediglich zwei 

miRNAs als überexprimiert herausgearbeitet werden. Nach Isolation der TotalRNA 

mit Hilfe auf einer Phenol-Guanidin-Isozyanaten basierten Methode untersuchte er 

initial zwei entzündete Kolon Biopsien von Colitis ulcerosa Patienten, welche bis-

her ausschließlich Sulfasalazine als Therapeutikum bekommen hatten und zwei 

gesunde Dickdarmbiopsien von gesunden Probanden. Zum Einsatz kam dabei 

das „NCode human miRNA microarrays V3“ Microarry-System der Firma Invitro-

gen. Über das System konnten zeitgleich 710 miRNAs analysiert und über die 

mitgeführte Software ausgewertet werden. Als relevant wurden Werte erachtet, 

deren Differenz im Gruppenvergleich eine Signifikanz von P<0,01 aufwiesen. Es 

konnten somit 27 der 710 miRNAs die Kriterien erfüllen, wobei 20 der 27 miRNAs 

als unbekannte menschliche miRNA ausgeschlossen wurden. In der durchgeführ-

ten Kontrolluntersuchung an 12 floriden Dickdarmbiopsien von Colitis ulcerosa 
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Patienten und 12 Kontrollbiospien von Kolonkarzinompatienten konnten letztlich 

nur die miRNAs miR-21 und miR-155 als „siginfikant“ überexprimiert in der ent-

zündeten Darmschleimhaut der Colitis ulcerosa Patienten nachgewiesen werden. 

Die Schwächen dieser Arbeit waren, dass ein nur sehr kleines Kollektiv untersucht 

wurde. Außerdem erfolgten keine näheren Angaben dazu, aus welchen Dick-

darmabschnitten die jeweiligen Biopsien stammten. Zusätzlich stellten die Biop-

sien der Kontrollgruppe Dickdarmgewebe dar, welches aus dem Randgebiet von 

>5cm zu einem bestätigten Kolonkarzinom stammte, wodurch die Kontrollgruppe 

nicht zu 100% gesund war. Auch die Aussage einer Signifikanz ist gewagt, da ein 

viel zu kleines Kollektiv erfasst wurde und bereits das Mircoarray-System eine 

sehr hohe Fehlerquote aufwies. 

Die dritte Arbeit von Fasseu et al. (2010) (257) beschäftigt sich zwar primär mit 

dem Expressionsverhalten der miRNAs im Rahmen einer Remission, jedoch wer-

den in der Arbeit auch Daten zum Expressionsverhalten im Rahmen der floriden 

Entzündungsreaktion gezeigt. Analysiert wurden dazu acht entzündete Kolonbiop-

sien von Colitis ulcerosa Patienten und 10 Biopsien von gesunden Patienten, wel-

che sich im Rahmen einer Vorsorgeuntersuchung der Koloskopie unterzogen ha-

ben. Die TotalRNA Isolation erfolgte mit dem TRIzolTM Reagenz der Firma Invitro-

gen und erfolgte somit auf Basis der Phenol-Guanidin-Isozyanat-Methode. Die 

Quantifizierung erfolgte mittels des ND-1000 NanoDrop Spektrophotometer und 

eine Reinheitskontrolle wurde mittels RNA Chips (Agilent RNA 6000 Nano Lab-

Chip kit) durchgeführt. Es folgte eine Schrotschussanalyse mit Hilfe des TaqMan® 

MicroRNA Assay von Applied Biosystems, wobei eine Quantifizierung von 321 

selbst ausgewählten reifen menschlichen miRNAs erfolgte. Als Kontrollgen wur-

den unterschiedliche RNAs getestet (U6, U24, U48, S18), wobei sich die U6 als 

die am besten Geeignete herausstellte. Als Ergebnis der Untersuchung wurden 13 

miRNAs in ihrer Regulation als verändert herausgearbeitet. Somit entsprach die 

Vorgehensweise dieser Studie in weiten Teilen der Vorgehensweise in dieser Ar-

beit. Besser war die zusätzliche durchgeführte Qualitätskontrolle mit Hilfe der RNA 

Chips. Die Folge dieser Qualitätskontrolle war jedoch, dass von ursprünglich 18 

gesammelten Colitis ulcerosa Biopsien und den 19 gesammelten Kontrollbiospien 

lediglich 8 in der Colitis ulcerosa Gruppe und 10 in der Kontrollgruppe für die Ana-

lyse verwendet werden konnten. Ein Nachteil der Arbeit war, dass eine abschlie-

ßende zweite Kontrollanalyse der identifizierten miRNAs in einem größeren Kol-
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lektiv fehlte. Aus den Beschreibungen von Fasseu et al. geht des weiteren nicht 

klar hervor, welche miRNAs in ihrer Gesamtheit untersucht wurden. Ein Vergleich 

wird somit lediglich für die miRNAs-15a und miR-424 möglich, wobei beide miRN-

As sowohl in dieser wie auch in der Arbeit von Fasseu et al. nicht in ihrer Expres-

sion verändert festgestellt worden sind. 

5.2.6.5 Theoretische Abhandlung der gemeinsamen Wirkungsweise der 
miRNAs let-7d, miR-185 und miR-424 im Rahmen einer floriden Coli-
tis ulcerosa 

Auch bei der Untersuchung der Lokalisation, der Funktion (nicht dargestellt) und 

des Pathways der durch die miRNAs let-7d, miR-185 und miR-424 regulierten Pro-

teine ergaben sich bei der Betrachtung der Tortendiagramme keine wesentlichen 

Unterschiede. Im Rahmen der Proteinanalyse wird jedoch deutlich, dass beson-

ders Prozesse der Zellverknüpfung, der Immunreaktion, der Apoptose und des 

Umgangs mit oxidativem Stress und folglich Antwortreaktionen auf DNA-Schäden 

beeinflusst werden. 

Im Rahmen des Zellverknüpfung und der Immunreaktion heben sowohl die Daten-

bankauswertungen zu den 10 am häufigsten regulierten Proteinen, wie auch die 

ClueGO Analyse das Protein CD40 hervor. Das Molekül gehört zur TNF-Rezeptor-

Familie 5. Sowohl für Morbus Crohn als auch für die Colitis ulcerosa (302) wurde 

die Relevanz dieses auf über 11 unterschiedlichen Wegen durch die miRNAs let-

7d, miR-185 und miR-424 regulierten Proteins hervorgehoben. Bei dem CD40 

Protein handelt es sich um einen Trimer auf der Zelloberfläche von Zellen des 

Immunsystems (B-Zellen, Dendritische Zellen, Makrophagen, Monocyten, et cete-

ra) als auch auf Zellen ohne Immunsystembezug (epitheliale Zellen, endotheliale 

Zellen, mesenchymale Zellen). Daher wird die CD40-Interaktion als wichtiger Be-

standteil des multidirektionalen Models der Zell-Zell-Interaktion angesehen, nach 

welchem eine reziproke Interaktion zwischen allen Zellen und der extrazellulären 

Matrix stattfindet (303). Mit der Aktivierung des CD40-Rezeptors erfolgt eine 

transmembranöse Signaltransduktion mit anschließender Aktivierung von intrazel-

lulären Kinasen und Transkriptionsfaktoren. Entscheidende Elemente sind dabei 

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen), der Transkriptionsfaktor nuclear 

factor-ĸB (NF-ĸB) sowie STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) 

(304). Die Aktivierung dieser Systeme hat im Rahmen einer chronisch-

entzündlichen Darmerkrankung die Folge, dass es durch die abnormale Interakti-

on von nichtimmunologischen Zellen (i.b. Epithelzellen) mit immunologischen Zel-
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len (i.b. T-Zellen) zu einer selbsterhaltenden Aktivierung des chronischen Entzün-

dungsprozesses kommt, indem immerzu neue T-Zellen antigenunabhängig ange-

lockt und aktiviert werden (305). Außerdem kommt es zu einer Hyperadhäsion von 

Leukozyten, wodurch man die Aufrechterhaltung des Entzündungsprozesses zu 

erklären versucht (303). Als Aktivator wird vor allem die darmeigene Flora ange-

sehen. In der Summe wird dadurch auch das große Aufkommen der polymorph-

kernigen Leukozyten und Immunglobulin sekretierenden Plasmazellen in der 

Schleimhaut von Colitis ulcerosa Patienten erklärt (306). Des weiteren wird durch 

die CluGO Darstellung veranschaulicht, dass es über den CD40-Pathway zu einer 

positiven Regulation des Klassenswitches von Immunglobulinen zu Globulinen 

vom  IgG-Typ kommt. Philipsen et al. (297) zeigten, dass ein besonders großer 

Anteil an IgG1 im Serum der Colitis ulcerosa Patienten feststellbar ist. IgG1 Globu-

line sind dabei Globuline, welche besonders gegen Proteinantigene gerichtet sind 

und bei pyogenen Infektionen isoliert oder in Kombination mit einem IgG3 Mangel 

auftreten (http://www.immundefekt.de/hid.shtml; zuletzt abgerufen am 

15.08.2012). Der Gesamtkontext dieses Prozesses wird am besten in einer aktuel-

len Veröffentlichung von Furrie et al. beschrieben (306). In dieser wurden von 9 

Patienten mit einer Colitis ulcerosa und von 9 gesunden Probanden jeweils eine 

Schleimhautbiopsie aus der vorderen Wand des Rektums bei einer Tiefe von 5 – 

10 cm entnommen und auf die bakterielle Zusammensetzung untersucht. Er fand 

heraus, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe weniger Bifiodobakterien und Prevo-

tella, dafür jedoch deutlich mehr Peptostreptokokken im Darm dieser Colitis ulce-

rosa Patienten vorkommen. Parallel untersuchte er das Serum dieser Patienten 

auf die IgG und IgA Konzentration und stellte dabei eine deutlich höhere Konzent-

ration an IgG im Serum der Patienten fest. Im nächsten Schritt untersuchte er, ob 

die IgG-Antwort spezifisch auf die Darmkeime ist. Auch hierbei wurde eine Spezifi-

tät der IgG-Antwort gegen die Peptostreptococcen anaerobius und Enterococcus 

faecalis deutlich. Darüber hinaus wurde die Bindungsfähigkeit von gereinigtem IgG 

an die Darmflora gemessen, worauf sich zeigte, dass besonders bei den Colitis 

ulcerosa Patienten die IgG-Bindung zu 100% besser stattfand als in der Kontroll-

gruppe, bei Morbus Crohn oder auch Infektiösen Patienten. Im Rahmen einer im 

Anschluss durchgeführten Messung der durch die Antikörper initiierten Immunant-

wort fand die Gruppe heraus, dass die stärkste durch die gebundenen Antikörper 

hervorgerufen Immunantwort bei den Colitis ulcerosa Patienten zu finden war, be-
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sonders auf die gebundenen Immunglobuline IgG1 gegen Peptostreptococcus 

anaerobius. Die Folge war eine stärker ausgebildete oxidative Antwort auf die 

Darmflora. Der Autor endete mit dem Hinweis, dass im Rahmen der Rückkehr der 

peripheren IgG produzierenden B-Zellen von der rektalen Schleimhaut in das Blut-

system eine Ausbreitung des Entzündungsgeschehens möglich gemacht werde. 

Dieses erklärte er damit, dass IgG-Globuline über den FcRn Rezeptor in das 

Darmlumen hinein gelangen, dort mit Antigen beladen und aus diesem mit dem 

gebundenen Antigen wieder in die Peripherie hinaus transportiert werden können, 

um schließlich erneut eine Immunantwort auszulösen. 

Ebenfalls den NF-ĸB-und MAPK-Signalweg beeinflussend ist das PLEKHG5-

Protein, zu dem es jedoch aktuell lediglich eine Arbeit aus der Neurologie gibt, 

welche die Beeinflussung des NF-ĸB- und MAPK-Signalweges belegt (307).  

Die Pathways der Apoptose, Immunreaktion und des oxidativen Stress werden 

unter anderem durch das gemeinsam regulierte SMOX-Protein beeinflusst. In ei-

ner Arbeit von Hong et al. konnte gezeigt werden, dass im Rahmen der Colitis 

ulcerosa eine vermehrte Expression des Enzyms SMOX (Spermine oxidase) 
im Bereich der Lamina propria erfolgt (308). Die Funktion der Spermine Oxidase 

liegt in der Oxidation von Spermine zu Spermidine. Spermine ist ein Protein mit 

inhibitorischer Funktion für proinflammatorische Zytokine und zugleich für die 

Translation der inducible NO-Synthase (iNOS) verantwortlich. Spermidine hinge-

gen wird zur Aufrechterhaltung der intrazellulären Polyamin-Homöostase benötigt, 

indem es die Umwandlung von L-Ornithin zu entsprechenden Polyaminen begüns-

tigt. Polyamine regulieren den Entzündungsprozess, steuern das Zellwachstum 

und die Zelldifferenzierung. Aus Forschungen aus dem Bereich der Prostatakarzi-

nome weiß man jedoch auch, dass sie an der Karzinogenese beteiligt sind. Ein 

Nebenprodukt aus der Umwandlung von Spermine zu Spermidine ist Wasserstoff-

peroxid, welches besonders durch seine Lokalisation im Nukleus oxidativen Stress 

auslöst. Die Folgen sind DNA-Schädigungen mit erneuter Begünstigung von kar-

zinogenen Entartungen. Zusätzlich kommt es durch den oxidativen Stress in Mak-

rophagen zu einer gesteigerten Apoptose dieser mit folglicher Freisetzung von 

Zytokinen und einer gesteigerten lokalen Entzündungsreaktion. Mit dem vermehr-

ten Untergang von Makrophagen und der gleichzeitig gesteigerten Anlockung zy-

totoxischer Immunzellen wird ein lokales immunologisches Ungleichgewicht be-

wirkt, welches eine adäquate Bekämpfung der zusätzlich bestehenden Darmkeime 
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verhindert. Damit begünstigt es als ein weiterer Faktor den Pathogeneseprozess 

der Colitis ulcerosa. 

 
Abbildung 36     Pathway und Funktion der Spermine Oxidase (SMOX) 

Die Datenbankanalysen sowie die ClueGO-Darstellung verweisen zusätzlich auf 

das Protein LCK (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase), wobei für die-

ses aktuell keine Untersuchung zu seiner Bedeutung im Rahmen von chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen existieren. LCK beeinflusst eine Vielzahl von 

Funktionen aus dem Bereich der Apoptose sowie der Immunregulation (309): Zum 

einen spielt dieses Protein eine Schlüsselrolle in der Aktivierung und Differenzie-

rung von T-Lymphozyten und natürlichen Killerzellen. Als Folge der T-Zell-

Rezeptor-Stimulation phosphoryliert LCK unterschiedliche Untereinheiten des T-

Zell-Rezeptors und setzt dadurch unterschiedliche Second-Messenger Kaskaden 

wie etwa Phospholipase C- und MAPK-Signalwege sowie unterschiedliche Tran-

skriptionsfaktoren in Gang. Als Antworten folgen Zellwachstum, Zelldifferenzie-

rung, Entzündungsreaktionen und Apoptoseprozesse. Zum anderen beeinflusst 

LCK den mitochondrialen Apoptose-Weg, indem es mit dem Verlust des trans-

membranären Potenzials der Mitochondrien die Ausschüttung proapoptotischer 

Faktoren wie Cytochrom C begünstigt. Die Folgen sind auch hierbei erneut Ent-

zündungsreaktionen und Apoptoseprozesse. Eine vermehrte Freisetzung von Cy-

tochrom C in Verbindung mir einer Colitis ulcerosa konnte bereits bewiesen wer-

den (310). Zusätzlich lässt sich beobachten, dass mit steigender Entzündungsak-

tivität, die Überexpression der miRNAs let-7d, miR-185 und miR-424 einhergeht. 

Dabei ist jedoch nicht sicher zu differenzieren, ob die Entzündungsaktivität auf 

Grund der miRNA-Überexpression ansteigt, oder ob die miRNA-Überexpression 
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als Folge der hohen Entzündungsaktivität zur Gegenregulation vermehrt gebildet 

wird.  

In der ClueGO-Darstellung wird ebenfalls erneut die positive Regulation der 

MyD88-abhängigen toll-like Rezeptor Signalkaskade hervorgehoben. Da auf die 

Wirkungsweise dieses Signalweges bereits unter Morbus Crohn unter Kapitel 

5.2.5.5. eingegangen wurde, wird auf eine erneute Wiederholung verzichtet. Die 

Relevanz dieses Pathways wird in den Studien besonders in Hinblick auf die Tu-

morentstehung bei Colitis ulcerosa gesehen, wobei die Mausexperimente vor al-

lem im Vergleich zu MyD88 -/- Mäusen belegen (311).  

5.2.7 miRNA-Expression im Rahmen einer Remission eines Morbus Crohn 
oder einer Colitis ulcerosa 

5.2.7.1 Diskussion der Ergebnisse zur miRNA-Expression im Bereich des 
Kolons und deren Verhalten in Abhängigkeit vom Entzündungsgrad 

Im Kollektivvergleich zeigten sich Expressionsveränderungen bei den miRNAs 

miR-18a und miR-185 sowohl bei einem ruhenden Morbus Crohn als auch bei ei-

ner ruhenden Colitis ulcerosa. Veränderungen mit knapp verpasster statistischer 

Signifikanz wiesen zusätzlich die miRNAs miR-15a und miR-30e im Rahmen der 

Remission auf. Auffällig war, dass im Rahmen einer steigenden Entzündungsakti-

vität die miRNA miR-18a an Bedeutung verlor, wohingegen die miRNA miR-185 

zu jedem Stadium einen deutlichen Expressionsunterschied im Vergleich der Coli-

tis ulcerosa Gruppe zur gesunden Kontrollgruppe sowie zur Colitis ulcerosa Grup-

pe in Remission aufwies. Zusätzlich fiel auch auf, dass mit steigendem Entzün-

dungsgrad auch der Expressionsunterschied zwischen der Morbus Crohn und Co-

litis ulcerosa Gruppe bei der miR-185 deutlicher wurde. Bei zusätzlicher Betrach-

tung der Expressionslevel können zwei Thesen aufgestellt werden: Die erste The-

se lautet, dass ein supprimiertes Vorliegen der miRNAs miR-18a und miR-185 

dazu notwendig ist, die Remission aufrecht zu erhalten, da beide miRNAs ein pro-

inflammatorisches System bedienen. Alternativ könnte die Expressionssteigerung 

der beiden miRNAs jedoch auch bedeuten, dass der Körper diese im Rahmen der 

Gegenregulation vermehrt bildet, um durch antiinflammatorische Eigenschaften 

die Entzündungsaktivität einzudämmen. Die Datenbankanalyse sollte dazu beitra-

gen, eine der These zu stützen 
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5.2.7.2 Zusammenfassung der in dieser Arbeit entdeckten miRNA-
Expressionsunterschiede im Bereich des Kolons 

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass die miRNAs miR-18a und 

miR-185 im Vergleich zum Vergleichsgen RNU-6b im Rahmen der Remission bei 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen ein supprimiertes Expressionsverhal-

ten im Kolon aufwiesen. 

5.2.7.3 Vergleich mit der Literatur 
Die in der Tabelle 35 dargestellten Daten stammen von der bisher ausführlichsten 

Studie zum Expressionsverhalten der miRNAs bei Morbus Crohn und Colitis ulce-

rosa im Rahmen einer Remission von Fasseu et al. (2010) (257). 
Material Untersuchung  miRNA Quelle 

Human Kolon gesunde Kontrolle vs Colitis 
ulcerosa in Remission 

miR-196a, miR-29a, miR-29b, miR-126*, 
miR-127-3p, miR-324-3p, miR-188-5p, 
miR-25, miR-320a, miR-346 

(257) Human Kolon gesunde Kontrolle vs Morbus 
Crohn in Remission 

miR-9*, miR-30a*, miR-30c, miR-223, 
miR-25a, miR29b, miR-30b, miR-34c-5p, 
miR-126*, miR-127-3p, miR-133b, miR-
155, miR-196a, miR-324-3p, miR-21, 
miR-22, miR-29c, miR-31, miR-106a, 
miR-146a, miR-146b-3p, miR-150 

Human Kolon 
Colitis ulcerosa in Remission 
vs Morbus Crohn in Remissi-
on 

miR-150, miR-196b, miR-199a-3p, miR-
199b-5p, miR-223, miR-320a 

Tabelle 35     In publizierten Arbeiten festgestellte miRNA-Expressionsveränderungen im Rahmen 
einer Remission einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung vom Typ Morbus Crohn oder Colitis 
ulcerosa; grün = überexprimierte miRNA, rot = supprimierte miRNA; Beurteilung der Expression im Vergleich 
zum Referenzgen U6 

Es erfolgte die Analyse von acht Kolonbiopsien von Colitis ulcerosa Patienten, von 

acht Kolonbiospien von Morbus Crohn Patienten und zehn Biopsien von gesunden 

Patienten. Alle Biospsien stammten dabei von histopathologisch und endosko-

pisch bestätigtem entzündungsfreiem Gewebe. Nach Isolation der TotalRNA auf 

Basis der phenol-guanidin-Isozyanat-Methode, erfolgte die Quantifizierung mittels 

des ND-1000 NanoDrop Spektrophotometer. Eine Reinheitskontrolle wurde mittels 

RNA Chips (Agilent RNA 6000 Nano LabChip kit) durchgeführt. Es fand eine 

Schrotschussanalyse mit Hilfe des TaqMan® MicroRNA Assay von Applied Bio-

systems statt, wobei eine Quantifizierung von 321 reifen menschlichen miRNAs 

erfolgte. U6 wurde dabei als Kontrollgen verwendet. Als Ergebnis der Untersu-

chung wurden 13 miRNAs in ihrer Regulation als verändert herausgearbeitet. So-

mit entsprach die Vorgehensweise dieses Experimentes in weiten Teilen der Vor-

gehensweise in dieser Arbeit. Zu beachten ist jedoch, dass im Rahmen der zu-

sätzlich durchgeführten Qualitätskontrolle mit Hilfe der RNA Chips einige Proben 

ausgeschlossen werden mussten. So konnten von den ursprünglich 24 gesammel-
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ten Morbus Crohn Biopsien lediglich 8 verwendet werden. Ähnliche Zahlen erga-

ben sich bei der Colitis ulcerosa (8 von 18 Biopsien) und der Kontrollgruppe (10 

von 19 Biopsien). Ein Nachteil der Arbeit war, dass eine abschließende zweite 

Kontrollanalyse der identifizierten miRNAs in einem größeren Kollektiv fehlte. Aus 

den Beschreibungen von Fasseu et al. geht desweiteren nicht klar hervor, welche 

miRNAs in ihrer Gesamtheit untersucht wurden. Ein Vergleich wird somit lediglich 

für die beschriebenen miRNAs möglich. Darunter fallen die miR-15a, miR-19a, 

miR-22, miR-185 und miR-424. Wie in dieser Arbeit fanden auch Fasseu et al. 

keine Expressionsunterschiede für die miRNAs miR-15a, miR-19a und miR-424 im 

Rahmen der Remission. Die miR-22 wies hingegen sowohl im Remissionszustand 

wie auch bei aktivem Morbus Crohn eine Expressionsveränderung bei Fasseu et 

al. auf, welcher auch im Gruppenvergleich von nicht aktivem Kolongewebe bei 

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa von Bedeutung blieb. Hinweise für Verände-

rungen der miR-22 konnten auch in dieser Arbeit bei Morbus Crohn Patienten 

festgestellt werden, wobei sie ausschließlich im Vergleich von stark entzündetem 

Gewebe statistische Bedeutung erlangen konnten. Da beide Untersuchungen die 

selbe Tendenz aufweisen, könnte als Hintergrund eine durch die durchgeführten 

Qualitätskontrollen bessere Trennschärfe bei Fasseu et al. bestehen. Eine dritte 

Untersuchung wäre zur endgültigen Bestätigung optimal. Der in dieser Arbeit fest-

gestellte Expressionsunterschied der miR-185 wurde von Fasseu et al. nicht be-

schrieben. In dessen Arbeit fiel lediglich das Cluster 7# bestehend aus den miRN-

As miR-185, miR-196a, miR-214, miR-376a, miR-424 (Fettdruck = überexprimiert, 

unterstrichen = supprimiert) für nicht entzündliches Kolongewebe von Colitis ulce-

rosa Patienten als verändert auf. Eine Ursache lässt sich hierfür derzeit nicht fin-

den. Da aktuell auch keine weiteren Publikationen zur Expression dieser miRNA 

im Rahmen einer Colitis ulcerosa existiert, wäre eine weitere Analyse zu ihrem 

Expressionsverhalten zu empfehlen. 

5.2.7.4 Theoretische Abhandlung der gemeinsamen Wirkungsweise der 
miRNAs miR-18a und miR-185 

Zur theoretischen Untersuchung, ob die miRNAs miR-18a und miR-185 eher ein 

pro- oder antiinflammatorisches System bedienen, wurde eine Datenbankanalyse 

dieser miRNAs durchgeführt. Es zeigte sich, dass beide miRNAs erneut die typi-

schen Verhältnisse in der Verteilung der miRNAs in Bezug auf die Lokalisation 

und die Funktion aufwiesen (nicht dargestellt). Die Pathwayanalyse legte nahe, 
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dass metabolischen Prozessen der Biosynthese (22%), Antwortreaktionen (16%) 

etwa auf Stress (n = 115) sowie Signalwege (n = 115) beeinflusst werden. Weitere 

Ziele stellen Regulationspathways (16%) der Transkription (n = 322) sowie der 

Apoptose (n = 125) dar. Auch Immunsystemreaktionen (8%) wie etwa die Steue-

rung der T-Zell-Funktionen (n = 54) sowie der Antwortkaskaden auf virale oder 

bakterielle Stimulation (n = 199), werden durch diese miRNAs gemeinsam regu-

liert.  

Bei Betrachtung der 10 am häufigsten regulierten Proteine fiel auf, dass die regu-

lierten Zielproteine nicht unbekannt sind. Bereits in den zuvor erfolgten Analysen 

fielen immer wieder Proteine wie die „small proline-rich proteine der Familie 2“ 

(SPRR2F, keine genauen Informationen bekannt) oder die bereits beschriebene 

„lymphcyte-specific protein tyrosin kinase“ (LCK) auf. Zusätzlich wird ein Protein 

beeinflusst (vgl. hierzu auch die durch ClueGO ausgegebene Grafik), welches be-

reits mehrfach mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa in Zusammenhang gebracht 

werden konnte. Die Rede ist von MICA, einer MHC Class I polypeptide-related 

Sequence A (312, 313). Bei dem Protein handelt es sich um ein durch Stressreak-

tionen induziertes Oberflächenprotein, welches von T-Zellen und Natürlichen Kil-

lerzellen im Bereich des Epithels über deren NKG2D-Rezeptor erkannt wird. Die 

Folge ist die Einleitung der Entzündungsreaktion durch Aktivierung dieser Zellen. 

Durch Senkung der Expressionslevel von miR-18a und miR-185 könnte es somit 

zu einer vermehrten Produktion dieses proentzündlichen Proteins kommen und 

somit die Entzündungsreaktion begünstigt werden. Experimentelle Untersuchun-

gen zum Nachweis einer solchen These stehen jedoch noch aus.  

In der Analyse mittels ClueGO fielen außerdem die positive Regulation des T-Zell-

Rezeptor Signalweges sowie die MyD88-abhängige positive Regulation des Toll-

like Rezeptor Signalweges auf. Beide Signalwege sind bereits unter Morbus Crohn 

und Colitis ulcerosa beschrieben worden. Das gerade diese beiden Signalwege 

erneut hervorgehoben werden, ist aus zwei Gründen nachvollziehbar. Zum einen 

wurden erneut eine miRNA (miR-185) abgebildet, welche auch im Rahmen des 

Erkrankungsprozesses eine Rolle spielt, zum anderen werden Signalwege ange-

sprochen, welche sowohl pro- als auch anti-inflammatorisch agieren können und 

damit Funktionen im Homöostase-Prozess wiederspiegeln. 

Wie bereits ausgeführt schilderte Niesner et al. (287) das über die Aktivierung des 

T-Zell-Rezeptors und somit einer Aktivierung des NFAT- und NF-kB-Signalweges 
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eine vermehrte Zytokinproduktion stattfindet. Gleichzeitig wurde jedoch auch ge-

zeigt, dass im Rahmen der mehrfachen Aktivierung eine vermehrte Expression 

des twist1 Gen auftrat, welches wiederum kontrollierend auf die Entzündungsreak-

tion und die Zytokinproduktion durch Hemmung des NF-kB-Signalweges einwirkte. 

5.2.8 miRNA-Expression im Rahmen einer infektiösen Kolitis 
In den durchgeführten Analysen ließen sich keinerlei signifikanten Expressions-

veränderungen der miRNAs zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten mit 

einer infektiösen Darmerkrankung abgrenzen. Ursächlich hierfür kann das kleinere 

Kollektiv mit 6 Patienten sein. Jedoch lassen die Zahlen als auch die graphischen 

Auswertungen mittels Boxplot eher auf eine fehlende Beteiligung schließen. Einzig 

die miR-374b zeigte im Kollektivvergleich eine gesteigerte Expression im Ver-

gleich zu Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa Patienten auf, erreichte aber kein 

Signifikanzniveau im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Auffällig war sogar, 

dass im Rahmen einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung die miR-374b in 

ihrer Expression eher supprimiert zu sein schien. Daraus lässt sich die Vermutung 

schließen, dass die miR-374b für eine adäquate inflammatorische Immunreaktion 

verantwortlich ist. Das interessanteste Zielprotein für weitere Untersuchungen 

stellt NFIL3 (nuclear factor interleukin 3 regulated) dar, da von diesem Protein be-

reits mehrfach Publikationen in Zusammenhang mit der Sekretion von Immunglo-

bulinen des Typs IgE zur Abwehr von Darmparasiten, sowie von Regulationspro-

zessen etwa von Typ2 T-Helferzellen oder der IL12p40-Produktion durch Makro-

phagen der Darmschleimhaut (314) veröffentlich worden sind. 

5.2.9 Zusammenfassung zur Beeinflussung durch die miRNAs 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die miRNAs auf unterschiedliche 

Weise auf das multifaktorielle Geschehen der chronisch-entzündlichen Darmer-

krankungen Einfluss nehmen können. Besonders die Signalwege NFkB, MAP-

Kinase, STAT und unfolded Protein Response wurden im Rahmen der Daten-

bankanalysen und der Pathwaydarstellungen als mögliche Targets der identifizier-

ten miRNAs hervorgehoben. Jeglicher diese Signalwege wurden in Bezug auf ihre 

Bedeutung im Pathogenesegeschehen chronisch-entzündlicher Darmerkrankun-

gen über experimentelle Untersuchungen als relevant identifiziert. Ob die miRNAs 

nun eine proentzündliche Funktion durch Aktivierung dieser Signalwege über ent-

sprechend regulierte Proteine einnehmen, oder ob sie eher eine inhibitorische und 

somit antientzündliche Funktion ausüben, muss in Protein- und miRNA-
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spezifischen experimentellen Untersuchungen in der Zukunft herausgefunden 

werden. Durch die Datenbankanalysen wurden zumindest erfolgsversprechende 

Zielstrukturen und Proteine für diese Untersuchungen herausgefiltert. 

5.3 Bedeutung der Beeinflussung von miRNAs als zukünftige pharmakolo-
gische Ziele 

In dieser Arbeit konnten dargestellt werden, dass sich einzelne miRNAs im Rah-

men einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung in ihrer Expression unter-

scheiden. Dieses Vorgehen ist somit kongruent zu dem Vorgehen von experimen-

tellen Arbeiten aus vielen anderen Fachrichtungen, wie etwa zur Idiopathischen 

Lungenfibrose (315). Durch die vollzogenen Datenbankanalysen konnten Hinwei-

se darauf gesammelt werden, wie diese miRNAs in bereits mehrfach beschriebe-

ne, fehlregulierte Signalwege eingreifen und möglicherweise die Ursache für diese 

Fehlregulation darstellen. Es stellt sich somit die Frage, welche Konsequenzen 

aus diesen Daten gezogen werden können. 

Die Begründung, die miRNA-Expression als therapeutisches Ziel zu beeinflussen, 

geht zum einen aus der objektivierbaren veränderten Expression im erkrankten 

Gewebe im Vergleich zum gesunden Gewebe hervor. Auf der anderen Seite konn-

ten aber auch bereits erste Erfolge durch die gezielte Beeinflussung der miRNAs 

beobachtet werden (vgl. hierzu beispielsweise die Untersuchungen von Lanford et 

al. zur Hepatitis C-Expression im Schimpansen (239)).  

Das besondere Potential dieser Beeinflussung resultiert aus dem „Unus pro Om-
nibus“-Prinzip, wonach eine miRNA mehrere Gene beeinflussen kann, welche 

unter dem Kontext eines Netzwerkes agieren. Auf diese Weise können durch die 

Manipulation der miRNAs auf sehr hoher Regulationsebene die zellulären Prozes-

se in gesunden wie in fehlfunktionierenden Zellen gesteuert werden. Diese Fähig-

keit der Regulation unterschiedlichster Gene in einem molekularen Pathway wird 

besonders durch die Untersuchungen von Li et al. zur Biologie des T-Zell-

Rezeptors deutlich (243). Aus dieser Untersuchung ging hervor, dass in dem Re-

gulationsnetzwerk dieses Rezeptors bestehend aus 40 unterschiedlichen Kinasen 

und Phosphatasen die miR-181a eine bedeutende Rolle in der Regulation der 

Sensitivität und der Signalstärke dieses Rezeptors einnimmt. Dazu steuert sie auf 

post-transkriptionaler Ebene mehrere dieser Phosphatasen. Zusätzlich konnte ge-

zeigt werden, dass diese Steuerung äußerst effizient durch die alleinige Beeinflus-

sung der miR-181a von statten geht. 
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Zur Beeinflussung dieser Netzwerke stehen pharmakologisch unterschiedliche 

Methoden zur Verfügung, welche jedoch alle noch nicht ausgereift sind und ver-

schiedene Vor- und Nachteile aufweisen. Diese Strategien werden in der Tabelle 

36 zusammenfassend dargestellt, welche auf der Grundlage des Reviews von 

Garzon et al. (316) entstand und modifiziert wurde. 

In Zukunft wird das bessere Verständnis des Geneseprozesses und der Funktion 

der miRNAs dazu beitragen, dass weitere und ausgereiftere auf miRNAs basie-

rende Therapien entwickelt werden können. Ein besonderes Augenmerk sollte 

dabei jedoch nicht nur auf die post-transkriptionale Beeinflussung einzelner Prote-

ine gelegt werden, sondern gerade auch auf die Vernetzung dieser innerhalb der 

Funktionsnetzwerke. Dazu wird eine weitere Optimierung der chemischen Struk-

tur, der Transportmechanismen und der Wirkungseffizienz nötig sein. Außerdem 

werden noch weitere detaillierte pharmakokinetische und pharmakologische Stu-

dien zur Abschätzung der Wirkung sowie des klinischen Erfolges benötigt. Auf 

Grund der bisher zahlreich erzielten motivierenden Ergebnisse besteht jedoch 

große Hoffnung, dass alle diese Hürden in Zukunft genommen werden, was sich 

auch darin wiederspiegelt, dass zahlreiche Pharmafirmen die Entwicklung miRNA-

basierender Therapien gezielt vorantreiben und gleichzeitig an neuen Transport-

systemen bestehend aus Polymeren, Nanopartikeln oder Viren arbeiten. 
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Tabelle 36     Übersicht der pharmakologischen Strategien zur Beeinflussung der miRNA-Expression; 
Tabelle modifiziert nach (316) 
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6 Zusammenfassung 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen setzen sich hauptsächlich aus den 

Entitäten Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zusammen. Beide Erkrankungen kon-

frontieren unsere heutige Gesellschaft mit hohen Inzidenzraten in der westlichen 

Welt und zunehmend steigenden Inzidenzraten im asiatischen Raum. Insbesonde-

re Kinder scheinen das neue Ziel dieser chronischen Erkrankungsformen zu wer-

den, welche neben einer starken Beeinträchtigung der Lebensqualität, mit sozialen 

und wirtschaftlichen Folgen sowie einem erhöhten Risiko für die Entwicklung kolo-

rektaler Karzinome einhergehen. Auf Grund der steigenden Brisanz dieses The-

mas wird international mit Hochdruck an der Ursachenforschung und der Entwick-

lung neuer Therapeutika gearbeitet. Obwohl sich bereits große Erfolge erzielen 

ließen, ist die genaue Pathogenese noch unklar und eine endgültige Heilung noch 

nicht möglich. Durch die Entdeckung von 22 nt langen, regulierenden RNAs, auch 

genannt miRNAs, wurde ein neuer Baustein im Verständnis zellulärer Regelpro-

zesse entdeckt, welcher sich allgemeingültig auf alle Lebewesen anwenden lässt. 

Durch diese besondere Bedeutung in der Regulation von zellulären Regelprozes-

sen und dadurch der Differenzierung und Aktivierung von Antworten etwa des Im-

munsystems, ist international ein großes Forschungsinteresse bezüglich der Be-

deutung von miRNAs im Rahmen von chronisch-entzündliche Darmerkrankungen 

entstanden. Auch diese Arbeit hat sich mit der Thematik auseinander gesetzt, ob 

es im Rahmen von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen zu Veränderun-

gen der Expression von miRNAs kommt. Hierzu wurden über ein miRNA-Array 

System 12 miRNAs als potentiell relevante Ziele identifiziert und an einem Kollek-

tiv aus insgesamt 131 Patienten und 163 Biopsien aus dem Bereich des Darmes 

überprüft. Es zeigte sich hierbei, dass im Rahmen eines Morbus Crohn mit Befall 

des Dickdarms die miRNAs let-7d und miR-22 in gesteigerter Expression vorla-

gen. Da im terminalen Ileum eine gesonderte Immunsituation vorliegt wurde die-

ser Bereich zusätzlich bei der Erkrankung Morbus Crohn untersucht. Es zeigten 

sich Expressionsveränderungen für die miRNAs miR-30e, miR-185, miR-374b 
und miR-424. Bei Patienten mit einer Colitis ulcerosa waren die miRNAs let-7d, 
miR-185 und miR-424 in ihrem Expressionsverhalten verändert. Zusätzlich konnte 

gezeigt werden, dass in Abhängigkeit vom Entzündungsgrad bei bestehender Co-

litis ulcerosa eine zunehmenden Überexpression der miRNAs let-7d, miR-185 und 

mIR-424 erfolgte. Die miRNAs miR-18a und miR-185 wiesen unter Remissions-
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bedingungen Expressionsveränderungen auf und lassen somit den Verdacht ei-

nes protektiven Effektes aufkommen. Mit Hilfe von computerbasierten Datenban-

ken konnte gemeinsam regulierenden miRNAs Proteine und Pathways zugeordnet 

werden, welche einen Zusammenhang mit bereits pathogenetisch bestätigten Sig-

nalwegen wie etwa dem nF-ĸB und MAPK-Signalweg nahelegen. Auch konnte 

herausgearbeitet werden, dass einige, der von diesen miRNAs regulierten Protei-

ne, bereits in veröffentlichten Arbeiten als fehlreguliert festgestellt wurden, jedoch 

blieb die Ursache dieser Fehlregulation gänzlich unbekannt. Mit den in dieser Ar-

beit erhobenen Daten konnte gezeigt werden, dass eine Kongruenz der Befunde 

vorliegt, welche einen Zusammenhang der miRNA-Expression mit der Fehlregula-

tion bestimmter Proteine nicht nur nahelegt, sondern darüber hinaus auch noch 

einige weitere potentielle Proteinziele für weitere Untersuchungen aufführt. Auf 

diese Weise liefern die Ergebnisse dieser Arbeit Informationen, welche die Erfor-

schung der pathogenetischen Vorgänge unterstützen kann. Dazu ist es jedoch 

notwendig, die Relevanz der hier entdeckten, computerbasierten Proteine in zu-

künftigen Untersuchungen einer genauen Prüfung zu unterziehen. Letztlich stellen 

miRNAs somit nicht nur eine weitere Möglichkeit dar, die Pathogenese-Prozesse 

von einem anderen Blickwinkel aus zu untersuchen, sondern sie wecken auch die 

Hoffnung, durch zukünftige gezielte therapeutische Beeinflussung, eine neue 

Stellschraube in der Therapie dieser Erkrankung zu sein. Am Ende steht somit die 

Hoffnung mehr Patienten die Teilnahme an einem schmerzfreien und sozial ein-

gebundenen Leben zu gewährleisten. 
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8 Anhang 

8.1 Vergleich von Datenbankinhalten zu den in der Expression veränderten 
miRNAs 

 
Abbildung 37     Vergleich der räumlichen Verteilung der miRNAs 

 

 
Abbildung 38     Vergleich der wahrgenommenen Funktionen der untersuchten miRNAs 

 

 
Abbildung 39     Vergleich der durch die untersuchten miRNAs regulierten Pathways 
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Abbildung 40     Protein-Treffer zu den 10 am häufigsten durch die jeweilige miRNA regulierten Protei-
nen; gelbe Hervorhebungen symbolisieren Proteine, welche bereits in anderen wissenschaftlichen Publikatio-
nen als relevant für chronisch-entzündliche Darmerkrankungen nachgewiesen wurden 

 

8.2 Der NF-kB-Signalweg 

 
Abbildung 41     Vereinfachte Darstellung des NF-kB-Signalweges; entnommen aus dem Review von M. 
S. Hayden, A. P. West und S. Ghosh: NF-ĸB and the immune response. Oncogene. 2006  
Über Stimulation von Toll-like-Rezeptoren kommt es letztlich zur Aktivierung des IKK-Komplexes. Diese Kina-
se besteht aus den katalytische Einheiten IKKα und IKKβ sowie der regulatorischen Einheit NEMO. Durch 
Aktivierung des IKK-Komplexes erfolgt eine Phosphorylierung des inhibitorisch wirkenden IĸB Proteins, wel-
ches an den NF-ĸB Komplex gebunden ist. Durch den Phosphorylisierungsschritt des IĸB-Proteins kommt es 
zur Ubiquinierung und dadurch bedingten proteosomalen Abbau dieses inhibitorischen Proteins. Dadurch wird 
die Überführung des NF-ĸB-Proteins aus dem Zytosol in den Zellkern ermöglicht, wodurch die Transkription 
von NF-ĸB abhängigen Zielgenen eingeleitet wird 
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8.3 Statistische Angaben zu den mit der Software Cytoscape und dem 
Plug-In ClueGO erhobenen Daten 

GOID GO-Term 
%asso-
zierter 
Gene 

Term p-Wert 
korrigiert n. 
Bonferroni 

Gruppen p-
Wert korrigiert 
n. Bonferroni 

Gen 

43383 negative T cell selction 7, 692 1 0,33 FAS 

45061 thymic T cell selection 5,556 1 0,33 FAS 

45060 negative thymic T cell selec-
tion 

8,333 0,96 0,33 FAS 

50858 negative regulation of antigen 
receptor-mediated signaling 
pathway  

8,333 0,96 0,37 PHPT1 

50856 regulation of T cell receptor 
signaling pathway 

5 1 0,37 PHPT1 

50860 negative regulation of T cell 
receptor signaling pathway  

9,091 0,88 0,37 PHPT1 

1869 negative regulation of comple-
ment activation, lectin pathway 

50 0,16 N/A SERPIN
G1 

2223 stimulatory C-type lectin recep-
tor signaling pathway 

50 0,16 N/A MICA 

45651 positive regulation of macro-
phage differentiation 

20 0,4 N/A CALCA 

45671 negative regulation of osteo-
clast differentiation 

5,882 1 N/A CALCA 

70431 nucleotide-binding oligomeriza-
tion domain containing 2 sig-
naling pathway 

16,662 0,48 N/A RELA 

Tabelle 37     Statistische Angaben zum Interaktionsnetzwerk der durch die miRNAs let-7d und miR-
30e regulierten Proteine; der jeweilige Term-Leader wurde über Fettdruck hervorgehoben 
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GOID GO-Term %assozierter 
Gene 

Term p-Wert 
korrigiert n. 
Bonferroni 

Gruppen 
p-Wert 

korrigiert 
n. Bonfer-

roni 

Gen 

45191 regulation of isotype switching 5,882 0,96 0,3 CD40 
45830 positive regulation of isotype swit-

ching 
8,333 0,68 0,3 CD40 

48302 regulation of isotype switching to 
IgG isotypes 

10 0,56 0,3 CD40 

48291 isotype switching to IgG isotypes 9,091 0,64 0,3 CD40 
48304 positive regulation of isotype 

switching to IgG isotypes 
14,286 0,39 0,3 CD40 

50857 positive regulation of antigen re-
ceptor-mediated signaling pathway 

10 0,56 0,49 LCK 

50856 regulation of T cell receptor sig-
naling pathway 

5 1 0,49 LCK 

50862 positive regulation of T cell re-
ceptor signaling pathway 

16,667 0,34 0,49 LCK 

45586 regulation of gamma-delta T cell 
differentiation 

14,286 0,39 0,49 LCK 

45588 positive regulation of gamma-delta 
T cell differentiation 

14,286 0,39 0,49 LCK 

34123 positive regulation of toll-like re-
ceptor signaling pathway 

10 0,56 0,2 MOG 

34124 regulation of MyD88-dependent 
toll-like receptor signaling pathway 

33,333 0,17 0,2 MOG 

34126 positive regulation of MyD88-
dependent toll-like receptor sig-
naling pathway 

100 0,057 0,2 MOG 

34162 toll-like receptor 9 signaling pa-
thway 

33,333 0,17 N/A TNIP2 

45657 positive regulation of monocyte 
differentiation 

25 0,22 N/A CTNNBIP1 

Tabelle 38     Statistische Angaben zum Interaktionsnetzwerk der miRNAs miR-30e, miR-185, miR-374b 
und miR-424; jeweiliger Term-Leader über Fettdruck hervorgehoben 
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GOID GO-Term %assozier-
ter Gene 

Term p-
Wert kor-
rigiert n. 

Bonferro-
ni 

Gruppen 
p-Wert 

korrigiert 
n. Bon-
ferroni 

Gen 

45191 regulation of isotype switching 5,882 1 0,35 CD40 
45830 positive regulation of isotype switching 8,333 0,94 0,35 CD40 
48302 regulation of isotype switching to IgG 

isotypes 
10 0,79 0,35 CD40 

48291 isotype switching to IgG isotypes 9,091 0,87 0,35 CD40 
48304 positive regulation of isotype swit-

ching to IgG isotypes 
14,286 0,55 0,35 CD40 

50857 positive regulation of antigen receptor-
mediated signaling pathway 

10 0,79 0,29 LCK 

50862 positive regulation of T cell receptor 
signaling pathway 

16,667 0,47 0,29 LCK 

45586 regulation of gamma-delta T cell diffe-
rentiation 

14,286 0,55 0,29 LCK 

45588 positive regulation of gamma-delta T 
cell differentiation 

14,286 0,55 0,29 LCK 

34123 positive regulation of toll-like receptor 
signaling pathway 

10 0,79 0,23 MOG 

34124 regulation of MyD88-dependent toll-like 
receptor signaling pathway 

33,333 0,23 0,23 MOG 

34126 positive regualtion of MyD88-
dependent toll-like receptor sig-
naling pathway 

100 0,079 0,23 MOG 

1869 negative regulation of complement 
activation, lectin pathway 

50 0,15 N/A SERPING1 

34162 toll-like receptor 9 signaling pathway 33,333 0,23 N/A TNIP2 

45657 positive regulation of monocyte diffe-
rentiation 

25 0,31 N/A CTNNBIP1 

50854 regulation of antigen receptor-
mediated signaling pathway 

7,692 0,29 N/A LCK, 
PHPT1 

50856 regulation of T cell receptor signaling 
pathway 

10 0,17 N/A LCK, 
PHPT1 

50858 negative regulation of antigen recep-
tor-mediated signaling pathway 

8,333 0,94 N/A PHPT1 

50860 negative regulation of T cell receptor 
signaling pathway 

9,091 0,87 N/A PHPT1 

Tabelle 39     Statistische Angaben zum Interaktionsnetzwerk der durch die mIRNAs let-7d, miR-185 
und miR-424 regulierten Proteine; jeweiliger Term-Leader über Fettdruck hervorgehoben 
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GOID GO-Term %assozier-
ter Gene 

Term p-
Wert korri-

giert n. 
Bonferroni 

Gruppen p-
Wert korri-

giert n. 
Bonferroni 

Gen 

50857 positive regulation of antigen receptor-
mediated signaling pathway 

10 0,62 0,5 LCK 

50856 regulation of T cell receptor signaling 
pathway 

5 1 0,5 LCK 

50862 positive regulation of T cell receptor 
signaling pathway 

16,667 0,37 0,5 LCK 

45586 regulation of gamma-delta T cell diffe-
rentiation 

14,286 0,44 0,5 LCK 

45588 positive regulation of gamma-delta T 
cell differentiation 

14,286 0,44 0,5 LCK 

34123 positive regulation of toll-like receptor 
signaling pathway 

10 0,62 0,21 MOG 

34124 regulation of MyD88-dependent toll-like 
receptor signaling pathway 

33,333 0,18 0,21 MOG 

34126 positive regualtion of MyD88-
dependent toll-like receptor sig-
naling pathway 

100 0,063 0,21 MOG 

1865 NK T cell differentiation 16,667 0,37 N/A TXK 
2223 stimulatory C-type lectin receptor sig-

naling pathway 
50 0,12 N/A MICA 

30853 negative regulation of granulocyte 
differentiation 

16,667 0,37 N/A C1QC 

45650 negative regulation of macrophage 
differentiation 

16,667 0,37 N/A C1QC 

Tabelle 40     Statistische Angaben zum Interaktionsnetzwerk der durch die miRNAs miR-18a und miR-
185 regulierten Proteine; Term-Leader über Fettdruck hervorgehoben 
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