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Kurzreferat

Das Management von chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED), wie Morbus Crohn (CD)
und Colitis ulcerosa (UC), konnte durch die Anwendung von nicht-invasiven Biomarkern, welche
beispielsweise die Krankheitsaktivitdt widerspiegeln, verbessert werden. Hiufig in der Diagnostik
eingesetzte serologische Parameter, wie das C-reaktive Protein (CRP), sind jedoch aufgrund
mangelnder Sensitivitit und Spezifitit nur eingeschriankt fiir die Therapieliberwachung geeignet.
MicroRNAs (miRNAs) stellen eine neue Klasse an Molekiilen dar, die hervorragende Stabilitit
aufweisen. Ziel dieser Promotionsarbeit war es, die Verdnderungen von unterschiedlichen miRNAs,
wie miR-16, miR-21, miR-155 und miR-223, im Serum und im Stuhl zu untersuchen sowie deren
Eignung als Biomarker fiir CED zu evaluieren. Insgesamt wurden 51 Serum- und 57 Stuhlproben von
CED-Patienten mittels qRT-PCR untersucht. Die CED-Serumproben zeigten in Korrelation mit
entziindlicher Aktivitit eine erhohte Expression von miR-16, miR-21 und miR-223 im Vergleich zu
Kontrollproben. In Subgruppen-Analysen waren die Proben von CD-Patienten mit hoheren miRNA-
Expressionen im Vergleich zu den Kontrollen und zu UC-Patienten assoziiert. Weiterhin beobachteten
wir eine starke Zunahme der Expression aller vier miRNAs in Stuhlproben von CED-Patienten. Im
Gegensatz zur Expression im Serum zeigten Stuhlproben von UC-Patienten eine deutlich hoéhere
Expression von miR-16, miR-155 und miR-223. Eine klinische Remission bei CED-Patienten war mit
einer Normalisierung der fikalen miRNA-Expression assoziiert. Trotz der signifikanten Korrelation mit
der Erkrankungsaktivitit, korrelierte lediglich fikale miRNA mit fakalem Calprotectin (FC) und dem
CRP-Wert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auBerdem eine systematische Analyse potentieller
Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression im Stuhl, wie die untersuchte Stuhlmenge, Blut im Stuhl

und die Lagerungstemperatur, durchgefiihrt.
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Einfiihrung

1. Einfithrung

Einleitend wird eine Ubersicht iiber die Atiopathogenese, Klinik, Diagnostik und Therapie der
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) gegeben und auf Biomarker wie das fakale

Calprotectin (FC) eingegangen.

1.1. Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

Zu den CED werden die Colitis ulcerosa (UC) und der Morbus Crohn (CD) gezéhlt [1]. UC
wurde 1859 erstmals von Samuel Wilks beschrieben [1]. 1932 schilderte Burrill B. Crohn die
Pathologie und Klinik von CD, damals beschrieben als regionale Ileitis [2]. In Europa wurden die
hochsten Inzidenzen fiir CD mit 12,7 und fiir UC mit 24,3 pro 100 000 Personenjahre angegeben.
Die hochste Pravalenz lag in Europa fiir CD bei etwa 0,3%, fir UC bei 0,5%. Der
Haufigkeitsgipfel der CED liegt in der zweiten bis vierten Lebensdekade [3].

1.1.1. Atiopathogenese

Die genaue Atiopathogenese dieser multifaktoriellen, komplexen Erkrankungen ist noch nicht
vollstindig geklért, sodass in den letzten Jahren zahlreiche Forschungsprojekte durchgefiihrt
wurden, um die genetische Pathogenese der CED zu erschlieBen. Gegenwirtig ist die meist
akzeptierte Theorie der CED-Pathophysiologie, dass die gastrointestinale Entziindung durch eine
inaddquate angeborene Immunantwort auf die Darmflora als luminalen Faktor bei genetisch
pradisponierten Personen ausgelost wird [4,5].

Durch Untersuchungen von Single Nucleotide Polymorphismen (SNP) in Genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) konnte Aufschluss iiber viele CED-Genloci und deren
Assoziationen mit anderen Autoimmunerkrankungen gegeben werden. Von insgesamt 163
identifizierten CED-spezifischen Genloci waren 110 mit CD und UC assoziiert, 30 Loci CD- und
23 UC-spezifisch [6]. Abraham et al. beschiftigten sich mit dem Zusammenhang des intestinalen
Immunsystems und der CED-Entwicklung. Eine zentrale Rolle in der CED-Pathogenese spielen
beispielsweise Gene der IL-23/TH17-Signalkaskade, wie IL23R, JAK2, STAT3 und p40 [7]. Die
Anfilligkeit fiir CD ist assoziiert mit NOD2-Polymorphismen. NOD2 bindet an bakterielle
Lipopolysaccharide, aktiviert den NF-kB-Signalweg und stellt somit einen zentralen Bestandteil

des angeborenen Immunsystems dar [8,9]. Fiir das Auftreten von CD ist auBerdem eine

1



Einfiihrung

Assoziation mit den Genen ATG16L1 und IRGM, welche beide an der Autophagozytose beteiligt
sind, sowie mit IL-12B und PTPN2 bekannt [10—12]. Die meisten mit CED in Zusammenhang
gebrachten Genloci wirken fiir CD und UC gleichermallen als genetische Risikofaktoren. Es gibt
allerdings auch Ausnahmen, welche individuelle genetische Unterschiede der beiden
Erkrankungen widerspiegeln. Wiahrend NOD2 und PTPN22 als CD-Risikofaktoren gelten,
scheinen sie flir UC protektiv zu wirken [6]. GWAS ergaben eine Assoziation von CED mit dem
Major Histocompatibility Complex (MHC), wobei besonders HLA-II-Molekiile einen stirkeren
Einfluss auf UC als auf CD zu haben scheinen [13]. Die genannten genetischen Faktoren sind nur
einige Beispiele der vielen molekularen Verdnderungen in der CED-Pathogenese. Auch
Umwelteinfliisse und Lebensstilfaktoren spielen eine entscheidende Rolle in der Entwicklung
von CED. Dabei gelten fiir UC das Rauchen sowie eine Appendektomie nach stattgehabter
Appendizitis als protektive Faktoren, wobei diese eine negative Beeinflussung auf CD ausiiben
[14]. Als weitere Risikofaktoren fiir die CED-Entwicklung gelten die Darmflora [15], eine
westliche, kohlenhydrat- und fettreiche Erndhrung, nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR),
Kontrazeptiva, Antibiotikaeinnahmen in der Kindheit sowie ein Vitamin-D-Mangel [14].
Abgesehen von genetischen Faktoren, haben auch epigenetische Aspekte, wie die Regulation der
Geneexpression ohne Veridnderung des Genoms (DNA-Methylierung, Histon-Modifikation,
miRNAs) einen hohen Stellenwert in der Atiopathogenese der CED [16]. MiRNAs stellen dabei
den priméren Fokus dar, auf welchen ich im Rahmen dieser Arbeit noch ausfiihrlicher eingehen

werde.

1.1.2. Klinik

Beide Krankheiten priasentieren sehr heterogene Krankheitsbilder und zeigen variable Symptome,
je nach Lokalisation, Verhalten und Schweregrad der Erkrankung [17]. In diesem Abschnitt
werde ich kurz auf die wichtigsten klinisch-pathologischen Aspekte eingehen und einen groben
Uberblick iiber die Komplexitit der CED geben.

Den CED liegt nach aktuellen Erkenntnissen eine Darmbarrierestorung gegeniiber Bakterien mit
der Folge einer pathologisch gesteigerten Immunreaktion und der Ausbildung lokaler
Gewebsschidigungen zugrunde [18]. CD ist hédufig durch krampfartige Abdominalschmerzen,
nicht selten im rechtsseitigen Unterbauch lokalisiert und ggf. mit subfebrilen Temperaturen, meist

einhergehend mit Durchfillen, charakterisiert. Neben den gastrointestinalen (GI) Symptomen
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sind extraintestinale Manifestationen nicht selten und héufig ein Zeichen der systemischen
inflammatorischen Aktivitit. Zu den Komplikationen zéhlen Fissuren, Fisteln und anorektale
Abszesse, segmentale Stenosen und Konglomerattumore, Malabsorptionssyndrome mit
Gewichtsverlust, sowie extraintestinale Symptome, wie beispielsweise Erythemata nodosa oder
Arthritiden. Histopathologisch typisch ist fiir CD die diskontinuierliche, segmentale, transmurale
Entziindung des gesamten Gastrointestinaltraktes, welche besonders hdufig das terminale Ileum
und das proximale Kolon betrifft, jedoch theoretisch vom Mund bis zum Anus auftreten kann. In
der Histologie finden sich klassischerweise Epithelzellgranulome und mehrkernige Riesenzellen,
eine lymphozytire Hyperplasie, Lymphangiektasien und aphtendhnliche Geschwiire der
Schleimhaut [19]. Differentialdiagnostisch zur CD kann bei einer Beteiligung des terminalen
Ileums eine UC-bedingte backwash lleitis vorliegen [20]. In etwa 10% der Fille kann, trotz
klinischer und histologischer Untersuchung, nicht zwischen CD und UC differenziert werden,
was dann als Colitis indeterminata (CI) bezeichnet wird [21].

Leitsymptome der Colitis ulcerosa sind blutig-schleimige Durchfille und meist linksseitig
lokalisierte, krampfartige Abdominalschmerzen vor der Defdkation, sogenannte Tenesmen. Zu
den Komplikationen zéhlen massive Blutungen, ein toxisches Megakolon sowie ein erhohtes
Risiko fiir ein kolorektales Karzinom (KRK), welches mit dem Ausmal} der Kolonbeteiligung
und der Dauer der Erkrankung korreliert. Es konnen zudem ebenfalls extraintestinale Symptome
bzw. assoziierte Erkrankungen, wie eine Arthritis, ein Erythema nodosum und eine primaér
sklerosierende Cholangitis (PSC) auftreten. Die UC breitet sich kontinuierlich von distal nach
proximal iliber das Rektum und Kolon aus. Sowohl fiir die Therapie als auch fiir die
Krebsvorsorge, ist eine Einteilung, je nach Ausdehnung der Erkrankung, in eine Proktitis, eine
Linksseitenkolitis und eine ausgedehnte Kolitis sinnvoll [22]. Bei der Koloskopie fallen
typischerweise eine gerdtete und geschwollene Schleimhaut mit Kontaktblutungen und
punktformigen Schleimhautulzera auf. Im histologischen Bild wird die oberflachliche
Schleimhautentziindung iiberwiegend von Lymphozyten und Histiozyten infiltriert und es kommt
zu einem Becherzellverlust. In fortgeschrittenen Stadien konnen sich Schleimhautatrophien,
Kryptenabszesse, Pseudopolypen und Epitheldysplasien, welche als Vorldufer einer
karzinomatdsen Entartung gelten, ausbilden [22]. Ein negativer prognostischer Faktor fiir den
Verlauf dieser meist chronisch-rezidivierend, seltener chronisch-kontinuierlich oder akut-
fulminant verlaufenden Erkrankung, ist beispielsweise eine ausgeprigte Kolitis. Diese kann in

manchen Fillen zur Kolektomie fiihren [23].



Einfiihrung

1.1.3. Diagnostik

Es gibt eine Reihe wichtiger diagnostischer Methoden fiir CED. Die Endoskopie mit Biopsien ist
unverindert der Goldstandard, sowohl in der Diagnostik als auch in der Uberwachung von
Patienten mit CED [24]. Je nach Ausdehnung der Kolitis sollten Uberwachungskoloskopien ab
dem achten bis 15. Jahr nach Erstdiagnose ein- bis zweijdhrlich erfolgen [19,22]. Nichtsdestotrotz
bleibt die Evaluierung der Krankheitsaktivitit und die Definition der Mukosaheilung mithilfe
eines effizienten endoskopischen Scores eine Herausforderung [25]. Die Endoskopie birgt
aulerdem viele praktische Limitationen sowie potentielle, wenn auch seltene, ernsthafte
Komplikationen. Nur am Rande erwidhnt seien hier mogliche Perforationen, Blutungen, die
Kosten eines Eingriffs, die notwendige Darmreinigung sowie Sedierungskomplikationen [26].
Obwohl bildgebende Verfahren eine akkurate und verldssliche Technik fiir die Diagnostik, die
Schweregradeinteilung und die Uberwachung des Krankheitsverlaufs darstellen [27], gibt es
aktuell noch keine einheitliche Definition fiir die Schweregradeinteilung der CED [28].
Serologische Marker wie der CRP-Wert und die BSG, sind zwar bewdhrt und giinstig, jedoch
nicht ausreichend spezifisch fiir eine angemessene Uberwachung des Krankheitsverlaufs [29].
Zur standardisierten CED-Phéanotypisierung wurde die Montreal-Klassifikation entwickelt. Sie
teilt CD nach dem Manifestationsalter (A1-3), der Lokalisation (L1-4) und dem biologischen
Verhalten (B1-3) und UC nach dem Ausmal} (E1-3) und der Schwere der Erkrankung (S0-3) ein
[30,31]. Die Krankheitsaktivitit wird fiir CD anhand des Crohn’s Disease Activity Index (CDAI)
eingeteilt [19]; als Aktivititsindex fiir UC findet der Mayo-Score Anwendung [22].

1.1.4. Therapie

Neben konservativen TherapiemaBBnahmen, wie einer Diédt bei Unvertrdglichkeiten oder einem
Rauchverzicht bei CD, steht bei CED die medikamentése Therapie im Vordergrund. Zur
Remissionsinduktion werden, abhédngig von der Erkrankung und Schwere, zahlreiche
Medikamente eingesetzt. Hierbei handelt es sich beispielsweise um 5-ASA-Prédparate, wie
Sulfasalazin und Mesalazin, Kortikosteroide, wie Budenosid und Prednisolon, den Folsaure-
Antagonisten Methotrexat, Immunsuppressiva, wie Azathioprin und Ciclosporin A, und
Biologicals, wie die TNFa-Antikorper Infliximab oder Adalimumab. Die Remissionserhaltung

erfolgt bei CD-Patienten beispielsweise als Dauertherapie mit Azathioprin, bei unzureichender
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Wirksamkeit auch in Kombination mit TNFa-Antikérpern. Dabei sollte jedoch, aufgrund des
hoheren Nebenwirkungsprofils, ldngerfristig eine Monotherapie angestrebt werden [19]. Eine
neuere Therapiemdglichkeit bei mittelschwerer bis schwerer Erkrankung und unzureichendem
Ansprechen auf die zuvor genannten Therapieoptionen stellt der humanisierte monoklonale
Antikorper Vedolizumab dar. Er blockiert hochselektiv das ouf7-Integrin, sodass eine
Einwanderung von aktivierten Lymphozyten in den Darm verhindert wird [32,33]. Prédestiniert
fiir ein Rezidiv dieser schubformig verlaufenden Erkrankung sind insbesondere junge Patienten
mit einem Befall des Diinndarms, ggf. mit Strikturen, welche nicht selten eine
Operationsindikation darstellen [23]. Die interventionelle Endoskopie mittels Ballondilatation
stenosierter ~ Darmabschnitte und der  Verschluss von Fisteln stellen  weitere
Therapiemoglichkeiten bei CD dar [19]. Eine Indikation zur chirurgischen Intervention ist aber
Komplikationen vorbehalten. Die Ultima Ratio beim Therapieversagen einer UC ist eine
Proktokolektomie, durch welche die Erkrankung geheilt werden kann, was bei CD derzeit noch
nicht moglich ist. Aufgrund der Vergesellschaftung von CED mit einem erhdhten Risiko der
Entwicklung eines KRK [34-36] sind regelméfige Kontroll-Koloskopien erforderlich. Speziell
bei UC ist die Dauertherapie mit Mesalazin mit einer Reduktion des KRK-Risikos assoziiert [22].
Mit neuen Erkenntnissen ist zunehmend klargeworden, dass nicht, wie friiher angenommen, die
klinischen Symptome, sondern die Mukosaheilung mit den besten langfristigen Therapiezielen
und einer besseren Prognose assoziiert ist. Dazu zéhlt, neben der Normalisierung der

Lebensqualitét, eine langfristige steroidfreie Remission [37,38].

1.2. Biomarker

Die Technologie des Hochdurchsatz-Screenings fiir biochemische, pharmakologische und
genetische Untersuchungen ermdoglicht die Entdeckung neuer Biomarker. Als Biomarker
bezeichnet man einen Indikator eines physiologischen oder pathologischen Prozesses im Korper
oder auch ein pharmakologisches Ansprechen auf eine therapeutische Intervention, welcher
objektiv gemessen werden kann. Biomarker haben das Potential, Krankheiten friiher zu erkennen
und ineffektive experimentelle Behandlungen zu reduzieren [39]. Der Begriff Biomarker wurde
erstmals 1980 verwendet [40]. Sein Gebrauch geht mit einem fritheren Informationserhalt und
einer schnell verfiigbaren, nicht-invasiven und kostengiinstigeren Durchfiihrung als bei

herkdmmlichen Screening-Untersuchungen iiblich, einher und ist dadurch akzeptabler fiir den
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Patienten. Wichtig zur Bewertung eines Biomarkers ist neben der Einschitzung seiner Spezifitit
und Sensitivitdt auch die Untersuchung seiner Herkunft und Stabilitét im untersuchten Medium.
Des Weiteren sollte er robust und unabhéngig validierbar sein [41]. Entstehende Biomarker in
CED, wie ASCA/pANCA und eine Reihe von Zytokinen und Chemokinen sind jedoch nicht
ausreichend sensitiv oder spezifisch, um standardisierte klinische Beurteilungen zu ersetzen [42].
Andere Neutrophilen-Produkte, wie Lactoferrin, die Myeloperoxidase, die PMN-Elastase und
Lysozym, korrelieren mit der intestinalen Entziindungsaktivitét, unterscheiden sich allerdings
ebenfalls in Sensitivitdit und Spezifitdt [42]. Trotz allen Fortschrittes ist in CED bisher kein
Biomarker verldsslich genug, um bei einem positiven Testergebnis auf eine Koloskopie mit der
Moglichkeit, die endoskopische Aktivitdt zu beurteilen, zu verzichten. Vielmehr werden sie

bisher ergidnzend angewandt [29].

1.3. Fikales Calprotectin als bestuntersuchter Biomarker in CED

Als Marker der Mukosaheilung wird zunehmend das fidkale Granulozyten-Markerprotein
Calprotectin (FC) bei CED-Patienten eingesetzt [43—45]. Die FC-Konzentration korreliert
signifikant mit der endoskopischen CED-Erkrankungsaktivitit und eignet sich daher fiir die
Einschitzung der CED-Entziindungsaktivitét [46,47]. Bei CD und reinem Diinndarmbefall ist FC
jedoch héufig negativ [19]. In einer kiirzlich verdffentlichten Studie von Kawashima et al. wurde
gezeigt, dass FC eine Remission in CD deutlich genauer anzeigt als serologische Marker wie
CRP, Albumin, Leukozyten- und Thrombozytenzahl [48]. Tatsdchlich ist FC aktuell einer der
wenigen Biomarker, der in der Klinik Anwendung findet. Was er als unspezifischer
Erkrankungsmarker jedoch nicht kann, ist die Differenzierung von CD und UC. Des Weiteren ist
keine Unterscheidung zwischen aktiver CED-Erkrankung und anderen infektisen
gastrointestinalen Erkrankungen oder der Entstehung von Praneoplasien moglich [49]. FC besitzt
daher zwar nur einen eingeschriankten Nutzen in der Priméardiagnostik, eignet sich jedoch gut in
der Unterscheidung von CED zu funktionellen Beschwerden, in der padiatrischen Diagnostik
sowie in der Fritherkennung von Rezidiven [19,22]. Aus diesem Grund gibt es weiterhin einen
Bedarf und ein kollektives Interesse an der Erforschung und Erprobung neuer Biomarker, wie den
in dieser Arbeit behandelten miRNAs, fiir die CED-Diagnostik und -Differenzierung sowie fiir
die Einschétzung der Erkrankungsaktivitit.
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1.4. MicroRNA

Im folgenden Abschnitt wird die Biogenese und Funktion von miRNAs beschrieben und auf ihre

mogliche Funktion als diagnostische Biomarker hingewiesen.

14.1. miRNA-Biogenese

MiRNAs sind kleine, etwa 22 Nukleotide lange, hochkonservierte, nichtkodierende RNAs,
welche zahlreiche Prozesse in der Genexpression auf post-transkriptionaler Ebene, wie das Gen-
Silencing, regulieren [50]. Sie wurden erstmals 1993 beschrieben, als die Regulation des
heterochronen Zielgens lin-14 durch die miRNA lin-4 in der Nematode Caenorhabditis elegans

festgestellt wurde [51,52]. Die Biogenese von miRNAs (

Abb. 1) beginnt im Zellkern mit der Transkription vom Genom, meist durch die RNA-
Polymerase-II, seltener durch die RNA-Polymerase-III, wobei das Primértranskript, die
sogenannte primary miRNA (pri-miRNA) entsteht [50]. Diese hat eine Linge von mehreren
hundert bis wenigen tausend Nukleotiden, sowie einen Poly-A-Schwanz am 3°‘-Ende und ein 7-
Methylguanosin-Cap am 5°-Ende und lagert sich zu einer Schleife (stem-loop structure)
zusammen [50,53]. Der Mikroprozessor-Komplex, bestehend aus der RNase III (Drosha) und
dem RNA-Bindeprotein DiGeorge Syndrom critical region gene 8§ (DGCRS), spaltet die pri-
miRNA in die etwa 70 Nukleotide lange precursor miRNA (pre-miRNA) [50]. Die pre-miRNA
formt sich zu einer Haarnadelstruktur (hairpin) und wird iiber Exportin-5 mit dem Kofaktor Ran-
GTP aktiv ins Zytoplasma geschleust [50,53]. Hier wird die pre-miRNA durch das RNase III-
Enzym Dicer zusammen mit dem doppelstrangigen RNA-Bindeprotein TRBP2 (¢rans-activation
response RNA-binding protein) zunichst in eine 17 bis 24 Nukleotide lange doppelstrangige
miRNA geschnitten, danach entwunden und in Einzelstringe gespalten [50,53]. Ein reifer Strang
wird dann Teil des miRNA-induced silencing complex (miRISC), welcher sich aus RNA-
Bindeproteinen der Argonaut-Familie zusammensetzt [50,53]. MiRNAs regulieren die
Genexpression liber die Basenpaarung mit der Ziel-mRNA [53]. Die Regulierung der Aktivitat
der Zielgene erfolgt je nach RNA-Bindeprotein der Argonaut-Familie sowie anhand des Grades
der Komplementaritit zwischen miRNA und mRNA. Ist AGO2 im miRISC-Komplex enthalten,
kommt es durch ein Zerschneiden zur Degradierung der Ziel-mRNA und es resultiert die
sogenannte RNA-Interferenz. AGO2 wirkt dabei moglicherweise als Katalysator der miRISC-
Aktivitit [50,54]. Bei einer Zusammensetzung aus AGO1, AGO3 oder AGO4 kommt es eher zur
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Translationshemmung und/oder Deadenylierung des Transkripts. MiRNAs binden an der 3°-
Region der Zielgen-mRNA und verursachen bei exakter Basenpaarung eine Degradierung der
jeweiligen mRNA. Anders wirkt sich eine nur partielle Bindung zwischen miRNA und mRNA
aus, welche zu einer Translationshemmung und Destabilisierung der Ziel-mRNA fiihrt [54].
Veranderungen der mRNA-Konzentration verdeutlichen den Einfluss von miRNAs auf die Gen-
Expression, da eine durch die miRNA destabilisierte Ziel-mRNA zu einer verminderten Protein-
Synthese flihrt [55]. Neben diesem klassischen Weg der miRNA-Biogenese erscheinen in letzter
Zeit neue Berichte {liber Regulationen auf wunterschiedlichen Ebenen und alternativen

Biogenesewegen, welche teilweise unabhidngig von Dicer oder Drosha verlaufen konnen [56].
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1.4.2. Funktion von miRNAs

Laut der 21. Version der miRBase Datenbank gibt es aktuell 2585 verschiedene reife humane
miRNAs (hsa-mir) [58]. Die einzelnen miRNAs konnen je nach Literaturangabe etwa 30%
[54,59] bis liber 60% [60] aller Protein-kodierenden Gene mit den verschiedensten Mechanismen
regulieren. Aufgrund hoher Ahnlichkeiten und Bindungen an verschiedenen Sequenzen der
mRNA kann jede einzelne miRNA theoretisch multiple Ziel-mRNAs ansteuern und wiederum
eine mRNA von mehreren miRNAs reguliert werden [53].

Neben der miRNA-Funktion der Translationshemmung wurde ebenso der Mechanismus der
Translationsaktivierung beschrieben [61]. Ziel-mRNAs konnen beim Zellzyklusarrest durch
miRNAs translational hochreguliert werden, wihrend in proliferierenden Zellen eine
Translationshemmung induziert wird [62]. Es wurde gezeigt, dass miRNAs im Komplex mit dem
Argonaute-like Gene 1 (ALG-1) ebenfalls nicht-kodierende RNAs (ncRNA), welche als Substrate
fiir die miRNA-Prozessierung in Caenorhabditis elegans dienen, ansteuern und regulieren kénnen
[63]. Dariiber hinaus konnte in einer Studie von Tang et al. im Mausmodell nachgewiesen
werden, dass eine miRNA die Biogenese einer anderen miRNA kontrollieren kann, indem sie
direkt ihr Primértranskript im Zellkern zum Ziel hat [64]. Eine Interaktion zellulirer miRNAs mit
der Promotorregion TATA-Box kann zu einer Hochregulierung der Transkription fithren [65].
Weitere Studien haben ergeben, dass miRNAs die Protein-Synthese durch die Etablierung eines
Schwellenwerts an Ziel-mRNAs regulieren konnen und somit nicht nur als Ein- und Ausschalter,
sondern auch als Feinregulierer der Genexpression wirken konnen [66]. Dysregulationen der
intestinalen Entziindungsreaktion konnten durch eine Stérung der Balance zwischen miRNA-
Aktivitdit und Schwellenwert von spezifischen Ziel-mRNAs, wie zum Beispiel Gene mit
wichtigen Funktionen in der intestinalen Homdostase, hervorgerufen werden und zu inadéquater
Genexpression und Krankheit fithren [67].

MiRNAs unterliegen, dhnlich wie RNAs, einer Regulierung durch epigenetische Mechanismen
wie DNA-Methylierungen und Histon-Modifikationen [68]. Sie spielen eine wichtige Rolle bei
allen zelluldren Prozessen, wie z.B. in der Zellproliferation, Apoptose und Zelldifferenzierung
[69] sowie in Entziindungsprozessen und der Entwicklung autoimmuner Erkrankungen [70]. Es
ist ebenso bekannt, dass miRNAs bei der Karzinogenese involviert sind [59,71-73] und als

Onkogene und Tumorsuppressoren wirken konnen [74].
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1.4.3. miRNAs als Biomarker

Das Gebiet der miRNA-Forschung wichst derzeit rasant und die miRNA-bezogenen
Publikationen steigen fast exponentiell an, ebenso im Zusammenhang mit gastroenterologischen
Themen wie den chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen. Dem zugrunde liegt die
wachsende Kenntnis der Bedeutung von miRNAs im Immunsystem und ihrer verdnderten
Expression in immun-vermittelten Erkrankungen [16]. Von besonderem Interesse ist die
Einschitzung ihrer Eignung als potentielle diagnostische Biomarker [5,75-77].

Bisherige Kenntnisse iiber miRNAs lassen auf eine hohe Stabilitit im natiirlichen Umfeld
schlieBen [71,72], da sie sich relativ resistent gegeniiber Hitze, Trocknung, Lagerung und
Formalinfixierung gezeigt haben [78]. Durch das ubiquitire Vorkommen von miRNAs in
Korperfliissigkeiten stellt sich die Materialgewinnung, im Vergleich zu einer Untersuchung wie
der Endoskopie mit Biopsie-Entnahme, weniger aufwendig dar. MiRNAs konnten zum Beispiel
in Speichel, Muttermilch, Trénen, Peritoneal- und Pleurafliissigkeit, im Liquor, Urin und Stuhl
nachgewiesen werden [79]. Das priferierte Medium fiir den Einsatz eines nicht-invasiven
Biomarkers ist bisher das Blut, da es schnell verfiigbar und leicht zu Héndeln ist und sich globale

molekulare Verdnderungen im Kdorper potentiell hierin zeigen [41,80].

1.5. miRNAs in CED

Bisherige Erkenntnisse iiber miRNAs in CED beruhen auf Studien, welche die miRNA-

Expression im Gewebe und im Blut untersuchten.

1.5.1. miRNA-Expression im Gewebe von CED-Patienten

Wu et al. wiesen erstmals Expressionsverdnderungen in Gewebeproben von UC-Patienten [81]
und anschlieend auch in Gewebeproben von CD-Patienten nach, wobei Expressionsunterschiede
zwischen Patienten mit Manifestationen im Ileum und im Kolon festgestellt wurden [82]. Fasseu
et al. konnten nachweisen, dass verdnderte miRNA-Expressionen auch in inaktiver Mukosa von
CED-Patienten vorliegen und lassen vermuten, dass miRNAs zur Anfilligkeit fiir CED beitragen
konnten [83]. Schaefer et al. untersuchten Gewebe, Blut und Speichel von CED-Patienten und
stellten die Hypothese auf, dass spezifisch veranderte miRNA-Expressionsmuster fiir CD und UC

vorliegen [84]. Zwiers et al. fanden heraus, dass zwei bestimmte miRNAs (Let-7e¢ und Let-7f)
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Einfluss auf die Dysregulation der IL-23R-Signalkaskade in CED zu haben scheinen [85].
Koukos et al. beobachteten, dass reduzierte Konzentrationen von miR-124 im Kolongewebe von
Kindern mit aktiver UC-Erkrankung, mit einer erhohten Expression und Aktivitit von STAT3
einhergehen, was zur Entziindung und Pathogenese der UC in Kindern beitragen konnte [86]. In
einer Studie von Lewis et al. wurde herausgefunden, dass Dysplasien bei UC mit einer
veranderten miRNA-Expression in der Mukosa einhergehen. Insbesondere wurde eine erhohte
miR-200b-3p-Expression beobachtet. Diese Expressionsverdnderungen wurden weder in
entzlindlichen Polypen noch im Serum nachgewiesen [87]. In einer Ultra-Hochdurchsatz-
Sequenzierung im Jahr 2010 wurde das gesamte miRNA-Transkriptom des intestinalen Epithels
von Méusen determiniert. Mithilfe von Dicerl-defizienten Méusen wurden die Auswirkungen des
Fehlens aller miRNAs im Maiausedarm beobachtet. Es zeigte sich eine Reduktion von
Becherzellen im Kolon, eine Zunahme der Apoptose in den Krypten und eine intestinale
Entziindung. Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen, dass miRNAs eine entscheidende Rolle

in der Differenzierung und Funktion des intestinalen Epithels spielen [88].

1.5.2. miRNA-Expression im Blut von CED-Patienten

Die Arbeitsgruppe von Wu et al. untersuchte insgesamt 55 Blutproben von aktiven und inaktiven
CD- und UC-Patienten sowie von gesunden Kontrollen mittels miRNA-Microarray. Diese Studie
erbrachte den ersten Nachweis, dass miRNAs aus Blutproben zwischen CED-Subtypen und
gesunden Kontrollen unterscheiden konnen. Es wurden insgesamt zehn erhdhte und eine
erniedrigte miRNA in Blutproben von aktiven UC-Patienten im Vergleich zu CD-Patienten
identifiziert. Zwolf miRNAs waren bei der Gegeniiberstellung von aktiven UC-Blutproben und
gesunden Kontrollen signifikant erhoht und eine erniedrigt. Fiir aktive CD-Patienten wurden fiinf
erhohte und zwei erniedrigte miRNAs im Vergleich zu den gesunden Proben identifiziert. Fiinf
miRNAs (miR-199a-5p, -362-3p, -340*, -532-3p und miRplus-1271) zeigten eine
Uberexpression fiir sowohl aktive CD- als auch aktive UC-Patienten, was Ausdruck einer
generalisierten Entziindung sein konnte. Dass die in dieser Studie identifizierten miRNAs sich
jedoch bis auf die miR-199a-5p nicht mit miRNAs iiberschneiden, die in einer Studie zu SLE-
assoziierten =~ PBMC  {iberexprimiert  waren, ldsst vermuten, dass  bestimmte
Autoimmunerkrankungen mit spezifischen miRNA-Expressionsmustern assoziiert sein konnten

[80]. Paraskevi et al. fiihrten eine Studie mit Blutproben von 128 CD- und 88 UC-Patienten sowie
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162 Blutproben von Gesunden durch und untersuchten die Expression von 20 miRNAs. Die
Auswahl der untersuchten miRNAs wurde basierend auf den Ergebnissen von Wu et al. [80]
getroffen. Elf untersuchte miRNAs, darunter miR-16, zeigten eine signifikant hohere Expression
in CD-Proben im Vergleich zu den gesunden Proben. Bei den UC-Proben wurden sechs miRNAs
hoher als in den gesunden Proben exprimiert. Dazu gehorten miR-16, miR-21 und miR-155,
wobei Letztere interessanterweise die hochste Expression aufwies [77]. Neben Studien zur
miRNA-Expression im Vollblut liegen ebenso Daten zu Expressionsverdnderungen im Serum von
CED-Patienten vor. Ergebnisse dieser Studien werden im Diskussionsteil der Arbeit in

Zusammenschau mit unseren Resultaten erlautert und diskutiert.

1.5.3. miRNA-Expression im Stuhl von CED-Patienten

Bis heute wurde die Frage zu miRNA-Veridnderungen im Stuhl von CED Patienten noch nicht
ausreichend untersucht. Ahmed et al. untersuchten im Jahr 2009 primidr die miRNA-
Verdnderungen im Stuhl von Patienten mit KRK und nutzten dabei Proben von CED-Patienten
als eine der Vergleichsgruppen [89]. Die Daten dieser Studie deuten auf potentielle Unterschiede
der miRNA-Expression im Stuhl von CED-Patienten hin, auch wenn die Studie einige
methodologische Limitationen aufweist [89]. Die Arbeiten aus der Gruppe von Link et al. haben
die Erkenntnisse zur miRNA-Expression im Stuhl in einer Reihe von Untersuchungen vertiefen
konnen, auch wenn es noch viele unbeantwortete Fragen gibt. So konnte gezeigt werden, dass die
miRNA-Expression im Stuhl eine hohe Stabilitit aufweist und eine unabhingige Messung
reproduzierbare Ergebnisse liefert [41,90]. Zumindest fiir die Stuhlproben von KRK- und
Pankreaskarzinom-Patienten konnten verdnderte miRNA-Expressionen demonstriert werden [90—
93]. Kiirzlich wurde eine weitere Arbeit zu einer neuartigen miRNA-Funktion publiziert. So
wurde vermutet, dass eine physiologische Rolle der fikalen miRNA die Gestaltung der Wirts-
Darmflora beinhaltet, indem sie in Bakterien eintreten und so iiber die Genregulation deren
Wachstum beeinflussen konnen. Hauptquellen der fiakalen miRNA sind demnach
Darmepithelzellen und Hopx-positive Zellen. Bei Dicer-ausgeknockten Mausen zeigte sich eine
unkontrollierte Darmflora und die Entwicklung einer exazerbierten Kolitis, wohingegen in
Wildtyp-Méusen eine Transplantation fidkaler miRNA zu einer wiederhergestellten Darmflora und
einer Besserung der Colitis fiihrte. Fakale miRNAs scheinen daher essentiell fiir die Erhaltung

einer normalen Darmflora zu sein und gelten somit als natiirliche Stuhlbestandteile. Dies konnte
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moglicherweise in Zukunft als potentielle Strategie fiir die Manipulation der Darmflora genutzt

werden [94].

1.6. Fragestellung der Arbeit

Bislang stellt die Endoskopie als invasive Methode den Goldstandard in der Diagnostik der CED
dar. Invasive Screening-Tests sind jedoch teuer, bergen Risiken fiir den Patienten und fiihren
deshalb zu schlechter Compliance [41]. Daher besteht die Notwendigkeit fiir nichtinvasive
Biomarker in CED, welche eine klinische Remission und vor allem eine mukosale Heilung
widerspiegeln sowie weiterhin moglicherweise das Risiko fiir eine Neoplasieentstehung
vorhersagen konnen.

In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass miRNAs in CED héufig verdnderte
Expressionen aufzeigen. Wir haben uns die Frage gestellt, ob sich miRNAs im Stuhl von CED-
Patienten als neue nicht-invasive Biomarker eignen konnten. Hierzu fehlen bisher ausreichende
Untersuchungen. Zentrale Punkte unserer Konzeptstudie waren die Herausarbeitung der miRNA -
Expressionen im Stuhl, der Vergleich zur Aktivitit im Serum und die Identifikation moglicher

Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression.

1.7. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Machbarkeitsstudie war die Evaluierung des Potentials von fdkalen miRNAs als
Biomarker fiir Patienten mit CED und der Vergleich dieser Daten mit zirkulierenden miRNAs,

FC und CRP.

Folgende Aspekte wurden untersucht:

- Charakterisierung der miRNA-Expression (miR-16, miR-21, miR-155, miR-223) in
Serum und Stuhl von CED-Patienten in Abhéngigkeit von der Erkrankung und der
Erkrankungsaktivitét

- Korrelation der miRNA-Expression mit dem CRP-Wert und mit FC
- Untersuchung der miRNA-Expression in verschiedenen Stuhlmengen

- Untersuchung des Einflusses von Vollblut und Serum auf die miRNA-Expression im
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Stuhl

- Untersuchung der Temperaturstabilitidt der miRNA-Expression im Stuhl
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2. Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die Patienten charakterisiert, das Studiendesign vorgestellt und die

durchgefiihrten Methoden sowie die statistische Analyse erlautert.

2.1. Ethik und Patienten

Diese Arbeit wurde als ein Teil der Studie zur Beurteilung von miRNAs als Biomarker in
gastrointestinalen Erkrankungen in der Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und
Infektiologie der Otto-von-Guericke Universitit Magdeburg unter Leitung von PD Dr. med.
habil. Alexander Link durchgefiihrt. Die Studie wurde entsprechend der WMA ,,Declaration of
Helsinki — Ethical Principles for medical research involving human subjects durchgefiihrt. Die
Zustimmung fiir das Studienprotokoll wurde durch die lokale institutionelle Priifungskommission
der Otto-von-Guericke Universitit Magdeburg erteilt (Nummer 99/10 und Nummer 42/08) [95].
Die Studie bestand aus zwei Studienarmen, ndmlich einer retrospektiven Analyse von bereits zur
Verfligung stehenden Proben von CED-Patienten und Kontrollen sowie aus Proben, welche
prospektiv gesammelt wurden. Eine schriftliche Einwilligungserkldrung wurde von jedem
Patienten aus dem prospektiven Arm vor der Probensammlung eingeholt. Die Kontrollgruppe
bestand aus Proben von Patienten mit dyspeptischen Beschwerden ohne Hinweis auf CED,

welche im Rahmen von anderen Studien/Analysen gesammelt wurden.
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2.2.

Studiendesign

1. miRNA-Expression in Serum und Stuhl von CED-Patienten

. Untersuchung im Serum
2. Untersuchung 1m Stuhl

_[

Kontrolle vs, CED

Expression von
miR-16, miR-21,

mil-155, miRk-223

_|

Kontrolle vs, CD vs, UC

—| Koemtrolle vs, CD Aktiv vs, CD Remission

{ Kontrolle vs. CED Aktiv va. CED Remission I

_| Kontrolle vs. UC Aktiv vs. UC Remission

2. Untersuchung potentieller Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression

Material und Methoden

Komrelation der miRNA-
Expression bei CED

in Serum- und
Stuhlproben mit
CEPund FC

1.

miRNA-Expression im 2.
Situhl in verschiedenen
Extraktionsmengen

Einfluss von EDTA-Blut
auf dic uRLNA-
Expression im Stuhl

3

Einfluss von Serum auf
die miRN A-Expression
i Stuhl

4, miRNA-Expression im
Situhl bei verschiedenen
Lagerungsiemperaiuren

= 25ul + 100 Smhl *  100% Sthl = SR0°C
= Slul + 90% Stuhl zu 10% Bl *  50% Stuhl 2u 50% *  RB0°C, mach 24b -300C
= 100l *  50% Sthl zu 50% Blut Serum = 5000
= 100% Blut 100%s Senum = 4
= 0T

Abb. 2: Studiendesign.

2.3. Charakterisierung von CED-Patienten

Insgesamt wurden 36 Serumproben von Patienten mit Morbus Crohn (18 weibliche (davon eine
Doppelbestimmung) und 17 ménnliche; mittleres Alter: 36,6 (21-68 Jahre); davon 20 Aktiv und
16 in Remission) und 15 Serumproben von Patienten mit Colitis ulcerosa (acht weibliche und
sieben ménnliche; mittleres Alter: 44,4 (20-77 Jahre); davon acht Aktiv und sieben in Remission)
eingeschlossen und analysiert. Dies entspricht einer Anzahl von 51 CED-Serumproben, wovon 28
Serumproben von aktiv Erkrankten und 23 Serumproben von Patienten in Remission stammen.
Es wurden zudem 39 Stuhlproben von CD-Patienten (20 weibliche und 19 ménnliche; mittleres
Alter: 36,6 (21-68 Jahre); davon 26 Aktiv und 13 in Remission) und 18 Stuhlproben von UC-
Patienten (zehn weibliche und acht mannliche; mittleres Alter: 44,9 (20-77 Jahre); davon zehn
Aktiv und acht in Remission) untersucht. Dementsprechend erfolgte eine Analyse von insgesamt
57 CED-Stuhlproben, wobei es sich um 36 Stuhlproben von aktiv erkrankten Patienten und um
21 Stuhlproben von Patienten in Remission handelt.

In die Kohorte der CD-Stuhlproben wurden zwei Proben von Patienten mit Colitis indeterminata

eingeschlossen. Die Proben wurden bei einer Temperatur von -30°C gelagert. Als Kontrollproben
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dienten 20 Serumproben (elf weibliche und neun ménnliche Probanden; mittleres Alter: 57,4 (31-
78 Jahre)) und 15 Stuhlproben (zehn weibliche und fiinf ménnliche Probanden; mittleres Alter:
53,5 (28-78 Jahre)). Die Charakterisierung des Patientenkollektivs ist in Tabelle 1

zusammengefasst.

Tabelle 1: CED-Probanden.

Beschreibung der Studienkohorte Gesamt CD ucC Kontrollen
Gesamt Probanden (n, %) 96 (100%) 43 (44,8%) 18 (18,8%) 35 (36,5%)
Geschlecht (w/m) 53/43 22/21 10/8 21/14
Alter (MW = SD) 45,1 £16,2 36,5+ 12 449+ 15,8 55,7+15
Medikation' Kortikosteroide 20 15 5
Azathioprin 25 20 5
5-ASA 32 17 15
Methotrexat 3 2 1
TNF-o Blocker 9 6 3
Serum Probanden (n, %) 70 (100%) 35 (50%)? 15 (21,4%) 20 (28,6%)
Geschlecht (w/m) 37/33 18/17 8/7 11/9
Alter (MW = SD) 442 +£159 36,6 +12,3 444 £152 57,4 +13,7
FC (ug/g) MW = SD) 92 +£100,8 80,9 + 84,6 109,8 +123,5
CRP (mg/l) (MW =+ SD) 26,3 +43,9 28,9 £48,7 16,4+ 13,4
Stuhl Probanden (n, %) 72 (100%) 39 (54,2%) 18 (25%) 15 (20,8%)
Geschlecht (w/m) 40/32 20/19 10/8 10/5
Alter (MW =+ SD) 42,2+155 36,6 £12,2 449 +158 53,5+16,8
FC (ng/g) MW + SD) 89,8 £100,5 77,7 + 84,3 109,8 +123,5
CRP (mg/l) (MW =+ SD) 25,1 +£35,1 28,7+39.2 142+125
Aktiv? Probanden (n, %) 38 (100%) 28 (73,7%) 10 (26,3%)
Geschlecht (w/m) 21/17 15/13 6/4
Alter (MW = SD) 36,5+ 12,6 34+£93 43,4+179
Remission? Probanden (n, %) 23 (100%) 15 (65,2%)? 8 (34,8%)
Geschlecht (w/m) 11/12 7/8 4/4
Alter (MW + SD) 432+ 144 413 +15 46,9 £ 13,6
Lokalisation* L1 (Diinndarm) 8
L2 (Dickdarm) 14
L3 (Diinn- und Dickdarm) 14
L4 (Oberer GI-Trakt) 2
El (Rektum) 1

E2 (Linksseitiges Kolon)
E3 (Gesamtes Kolon)
! Systematisch erfasst fiir n=47.

2 Enthilt eine Doppelbestimmung (entspricht insgesamt 35 Probanden (20 Aktiv, 15 in Remission), jedoch 36 Proben (20 Aktiv, 16 in Remission)).

3 Enthélt Probanden mit Stuhl- und Serumproben; die Probenanzahl der verschiedenen Untersuchungen ist dem Abschnitt 2.3 oder der jeweiligen
Abbildungsbeschriftung zu entnehmen.

4 Systematisch erfasst (Montreal-Klassifikation) fiir n=43.
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2.4. CED-Erkrankungsaktivitit und -Diagnose

CD-Patienten wurden anhand des Crohn‘s Disease Activity Index CDAI (cut-off <150) in
Patienten mit aktiver Erkrankung und Patienten in Remission unterteilt. Patienten mit UC wurden
in Subgruppen mit aktiver Erkrankung und Remission, basierend auf dem Mayo-Score, mit einer

Remission definiert bei einem DAI <5 [95], charakterisiert.

2.5. Untersuchung potentieller Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression

Es wurde eine systematische Analyse potentieller Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression in
Stuhl und Blut durchgefiihrt. Fiir die Analyse der Stuhlmengenuntersuchung sowie der Stuhl-
Blut-Proportionstestung wurden fiinf gesunde Probanden rekrutiert. Sie setzen sich aus zwei
weiblichen und drei ménnlichen Probanden mit einem Altersmittelwert von 26,2 (23-33 Jahre)
zusammen. Die Temperaturstabilititsmessung wurde an Stuhlproben von zwei gesunden
Studienteilnehmern und drei gastroenterologischen Patienten vorgenommen. Diese fiinf
Probanden setzen sich aus zwei weiblichen und drei ménnlichen Probanden mit einem

Altersdurchschnitt von 55 (39-75 Jahre) zusammen.

2.5.1. Stuhlmengenuntersuchung

Fiir die Analyse verschiedener Stuhlmengen wurden von jedem Probanden jeweils Stuhlproben

mit 25ul, 50ul und 100pul Menge asserviert und bei -30°C gelagert.

2.5.2.  Stuhl-Blut-Proportionstestung

Die Proben von Stuhl, Serum und EDTA-Blut bestanden aus insgesamt jeweils 100ul Menge und
wurden in folgenden Mischungsverhéltnissen miteinander verglichen: 100% Stuhl, 90%
Stuhl/10% Blut, 50% Stuhl/50% Blut und 100% Blut. Des Weiteren wurden Proben mit 100%
Stuhl, 50% Stuhl/50% Serum und 100% Serum untereinander verglichen. Die Lagerung der
Proben erfolgte bis zur miRNA-Isolation bei -30°C.
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2.5.3. Temperaturstabilititstest

Die Stuhlproben jedes Probanden wurden so aufgeteilt, dass jeweils 100ul Stuhl bei folgenden
fiinf Temperaturstufen gelagert wurden: -80°C, -80°C und nach 24 Stunden -30°C, -30°C, 4°C

und 20°C. Die Lagerung erfolgte fiir insgesamt 14 Tage in den verschiedenen Temperaturen.

2.6. Methoden

Fiir die miRNA-Expressionsanalyse wurde zunéchst die gesamte RNA aus den Proben isoliert
und anschlieBend in ¢cDNA umgeschrieben, um eine qRT-PCR durchfiihren zu konnen.

Nachfolgend ist die Vorgehensweise detailliert beschrieben.

2.6.1. Probenasservierung

Nach Eintreffen im Labor wurden die Proben asserviert und anschlieend bei -30°, mit
Ausnahme der Temperatur-Stabilitdtstestung, im Gefrierschrank gelagert. Die miRNA-Isolation
erfolgte, mit Ausnahme der Stuhlmengentestung, aus jeweils 100ul Probe. Die Aufbereitung der
Stuhlproben vor der Lagerung wurde wie folgt durchgefiihrt: Es wurde eine Messerspitze der
Stuhlprobe mit 100ul destilliertem Wasser vermengt und in ein Eppendorfgefdl gefiillt. Bei sehr
fliissigem Stuhl portionierten wir ebenfalls 100ul ohne Wasserzugabe zum fliissigen Stuhl. Sehr
fester Stuhl wurde nach Zugabe von 100ul destilliertem Wasser mit dem Tissue-Ruptor
(QIAGEN) gemorsert und homogenisiert.

2.6.2. miRNA-Isolation

Die Durchfiihrung der miRNA-Isolation aus Stuhl-, Serum- und EDTA-BIlut-Proben erfolgte, bis
auf unten beschriebene kleine Modifikationen, nach Standard-Protokollanleitung des Herstellers.
Es wurde das miRNeasy Mini Kit von der Firma QIAGEN (Cat. No. 217004, Hilden) verwendet.
Fir das Durchmischen der Proben wurde ein Vortex-Mischer verwendet. Zu Beginn der
Laborarbeit musste eine Zentrifuge (Hettich Zentrifuge EBA 12R, Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen) auf 4°C vorgekiihlt werden. Zum Pipettieren wurden Eppendorf Pipetten und
sterile RNase-freie Pipettenspitzen (SafeSeal Tips Professional, Biozym Scientific GmbH,

Hessisch Oldendorf) verwendet.

1. Zugabe von 700ul QIAzol Lysis Reagenz zur Stuhlprobe in den QIAshredder
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homogenizer (QIAGEN) unter einem Laborabzug. Zwei Minuten Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 10.000g, anschlieBend fiinf Minuten Inkubation, ebenfalls bei

Raumtemperatur.

. Hinzugabe von 5ul der Referenz-miRNA cel-miR-39 in der Konzentration 5nM zur

Normalisierung (mit Ausnahme der CED-Patienten-Stuhlproben).

. Ergdnzung von 140ul Chloroform zum Prézipitieren der miRNA. Mischung der
Probenrohrchen fiir 15 Sekunden auf dem Vortexgerdt, danach Inkubation fiir zwei bis
drei Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend Zentrifugation fiir 15 Minuten bei

12.000g und 4°C. Danach Fiillung der wéssrigen Phase in ein neues Rohrchen.

. Hinzufiigen des 1,5fachen Volumens der wissrigen Phase von hundertprozentigem
Ethanol und Mischung durch mehrmaliges Pipettieren. Fiillen von bis zu 700ul von dieser
Losung auf die RNeasy Mini Spin Column in die 2mL Collection Tubes. Daraufhin
Zentrifugation dieser Rohrchen (Collection Tubes mit RNeasy Mini Spin Column) fiir 15
Sekunden bei 10.000g und anschlieBende Entfernung des Durchflusses. Fiillen, wie im
vorangegangenen Schritt (falls mehr als 700ul vorhanden waren), der tibrigen Losung auf
die RNeasy Mini Spin Column in die 2ml Collection Tubes. Anschlieende Zentrifugation
bei 10.000g fiir ebenfalls 15 Sekunden, danach Entfernung des Durchflusses.

. Zum Spiilen der Sdule mit Puffer, Gabe von 700u] RWT-Puffer auf die Mini Spin Column
und Zentrifugation fiir 15 Sekunden bei 10.000g bei Raumtemperatur. AnschlieBend

Entfernung des Durchflusses.

. Der gleiche Schritt erfolgte nun mit 500ul RPE-Puffer. Es wurde wieder die Pufferlosung
auf die Sdule (Mini Spin Column) gegeben, fiir 15 Sekunden bei 10.000g und
Raumtemperatur zentrifugiert und anschlieBend der Durchfluss entfernt.

. Ein erneutes Mal wurden nun 500ul RPE-Puffer auf die Mini Spin Column gegeben und

diesmal zwei Minuten bei 10.000g zentrifugiert.

. Einsetzen der MiniSpin Column in ein neues 2ml Collection Tube, darauthin trockene

Zentrifugation, ohne Zugabe eines weiteren Puffers, fiir eine Minute bei 12.000g.

. Einsetzen der Mini Spin Column in ein 1,5ml Collection Tube. Zugabe von 50ul RNase-
freiem Wasser auf die Sdule. Nach einminiitiger Zentrifugation bei 10.000g wurde das

Eluat nochmals auf die Séule gegeben und fiir eine Minute bei 10.000g zentrifugiert. Die
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miRNA wurde nun durch Hinzufiigen des Wassers aus der Sédule gelost und befand sich

anschlieBend im Eluat, welches sofort auf Eis gelagert wurde.

10. Die Asservation der isolierten miRNA bei -80°C erfolgte in 1:30 Verdiinnung mit 3pl
Eluat und 87ul RNase-freiem Wasser.

2.6.3. Photometrische RNA-Messung

Zur Qualitdtskontrolle der miRNA-Isolierung wurde im Anschluss an die Isolation eine
photometrische RNA-Messung mit einem BioPhotometer (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) durchgefiihrt. Fiir die Messung wurden 3pl Eluat mit 67ul TE (Tris-EDTA) -Puffer
gemischt und in eine Kiivette gefiillt. Die Kiivette wurde vorher markiert, um sicherzustellen,
dass sie immer in gleicher Position in den Strahlengang gestellt wird. Als Leerwert wurden 70ul
TE-Puffer verwendet. Das Photometer wurde auf eine RNA-Messung eingestellt und die Dilution
mit 3ul+ 67ul angegeben. Dann wurde zundchst mit der ,,Blank-Taste™ der Leerwert und gleich
darauf auch zum Probedurchlauf ein ,,Sample* und ein weiteres ,,Sample* mit neuem TE-Puffer
gemessen, wobei man einen Nullwert erwartete. Nun wurde die RNA-Konzentration in pg/pl
gemessen, wobei der Reinheitsgrad bei 260/280nm, die Ratio der reinen Nukleinsdure bei

260/230nm und die optische Dichte bei 260nm angegeben wurden.

2.6.4. Reverse Transkription

Fiir die Reverse Transkription in cDNA wurden fiir miR-16, miR-155, miR-223 und fiir cel-miR-
39 das TagMan-Protokoll (TagMan miRNA Assay, Applied Biosystems, CA, USA) und fiir
miRNA-21 das SYBR Green-Protokoll (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornien) verwendet. Zur Herstellung des Mastermixes fiir die Reverse Transkriptase-Reaktion
wurden die bendtigten Komponenten auf Eis aufgetaut und kurz per Vortex-Gerét durchmischt,
damit kein Bodenabsatz bestehen blieb. Die einzelnen Mengen der Komponenten wurden anhand
der Anzahl der geplanten Reaktionen errechnet und aufgrund von Pipettierverlusten mit einem
Sicherheitszuschlag von 10% angepasst.

Fir den TagMan-Mastermix wurden folgende Reagenzien benoétigt: 0,15ul 100 M dNTPs
(Desoxyribonukleosidtriphosphate, molekulare Bausteine der DNA), 1ul Reverse Transkriptase,
1,5ul 10x RT-Pufter, 0,19ul RNase Inhibitor, Sul Probe, 5,66ul RNase-freies Wasser und 1,5ul

des Sfach konzentrierten Primers. Die Probe wurde jedoch erst ganz zum Schluss hinzugefiigt.
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Der Mastermix ergab somit, inklusive Probe und Primer, eine Menge von insgesamt 15ul
Losung. Diese wurde anschlieBend schonend geschiittelt und zentrifugiert. Die Anfertigung des
Mastermixes erfolgte in einem Polypropylen Rohrchen. Der Mastermix verblieb bis zur weiteren
Verwendung auf Eis. Im néchsten Arbeitsschritt wurden jeweils 10ul des Mastermixes inklusive
Primer in die einzelnen Rohrchen der Reaktionsplatte (0,2ml 8er Softstrips, Biozym, Hessisch
Oldendorf) pipettiert. AnschlieBend wurde die jeweilige Probe in die Rohrchen pipettiert, die
Reaktionsreihen mit einem Deckel verschlossen, zentrifugiert und in den T3 Thermocycler
(Biometra GmbH, Gdéttingen) gesetzt. Das Programm bestand aus folgenden Stufen: 30 Minuten
auf 16°C, 45 Minuten auf 42°C, 5 Minuten auf 85°C und endete bei 4°C. Der Thermocycler blieb

nach dem Umschreiben auf 4°C gekiihlt, bis die Reaktionsplatte entnommen wurde.

Der Universal-Mastermix fliir SYBR Green entspricht in der Zusammensetzung dem des
TagMan-Mastermixes, mit Ausnahme der Menge an Wasser (5,91ul) und der Menge des Primers
(1,25pl). Insgesamt ergibt sich jedoch ebenfalls eine Mastermix-Menge von 15ul. Der SYBR-
Primer ist 3 picomolar (Zusammensetzung: 194ul H>O+ 6ul (Primer 100pmol/ul)) und das
Thermocycler-Programm durchlduft die gleichen Stufen, wie zuvor fiir das TagMan-Protokoll

beschrieben.

2.6.5. Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion

Zur Vervielfaltigung der cDNA wurden quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktionen mit
dem CFX96 Real-Time System C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, CA, USA) durchgefiihrt und
die Daten mit dem Bio-Rad CFX Manager Programm erfasst. Es wurden jeweils
Doppelbestimmungen der Proben angefertigt und Mikrotiterplatten mit 96 Népfchen (Multiplate
PCR Plates 96-well, clear, thinwall polypropylen, Bio-Rad, CA, USA) verwendet. Vom hierbei
generierten Ct (Threshold cycle) -Wert wurde jeweils der Mittelwert der doppelbestimmten
Proben fiir die Auswertung verwendet. Der Ct-Wert ist ein Schwellenwert, welcher nach einer
bestimmten Anzahl von PCR-Zyklen erreicht und durch ein Fluoreszenzsignal definiert wird. Je
niedriger die Anzahl der durchlaufenen Zyklen, desto eher wird der Schwellenwert erreicht und
desto mehr miRNA ist in der Probe enthalten. Aufgrund der Interplatten-Variabilitét erfolgte ein
Plattenabgleich mithilfe von Kontrollproben, sodass eine Vergleichbarkeit der Proben unabhéngig
vom Lauf gegeben war. Das bedeutet, dass der Schwellenwert angeglichen wurde, um die Ct-

Werte vergleichen zu koénnen. Zur relativen Quantifizierung wurden die Proben auf die Referenz-
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miRNA cel-miR-39 normalisiert, um mogliche Abweichungen in der initialen Startmaterialmenge
auszugleichen. Dafiir wurden 5ul cel-miR-39 in 5-nanomolarer Konzentration vor der miRNA-
Isolation zur Probe hinzugefiigt. Die Normalisierung der CED-Serumproben sowie in der
Analyse potentieller Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression auf die Referenz-miRNA cel-
miR-39 wurde mithilfe der 22“*-Methode durchgefiihrt. Dazu wurde fiir jede Probe die Differenz
aus cel-miR-39 und der betreffenden miRNA berechnet und das Ergebnis in den Exponenten der
Basis 2 gesetzt. Lediglich fiir die CED-Stuhlproben war anfangs eine Normalisierung auf miR-16
vorgesehen, welche sich allerdings in der Analyse als nicht sinnvoll erwies, da sich starke
Expressionsschwankungen zeigten und ein geeignetes Referenzgen einer konstanten Expression

unterliegen sollte [96]. Von den CED-Stuhlproben erfolgte daher eine Auswertung der Rohwerte.

Fiir die Durchfiihrung anhand des TagMan-Protokolls wurden zunichst folgende Reagenzien auf
Eis bereitgestellt: 10ul TagMan-Mastermix, 0,75ul Primer (20fach konzentriert), 4,25ul H>O und
Sul Probe, welche ein Gesamtvolumen von 20ul ergeben. Die genannten Mengenangaben
beziehen sich auf eine Reaktion und mussten je nach gewiinschter Anzahl von Reaktionen
multipliziert werden. Das PCR-Programm durchlduft fiir unterschiedlich lange Zeit die
verschiedenen Temperaturstufen, um eine DNA-Vervielfdltigung zu ermoglichen. Zunichst
werden die Proben fiir zwei Minuten auf 50°C erwirmt und anschlieend weiter auf 95°C erhitzt,
wobei sie flir zehn Minuten auf dieser Temperatur verbleiben, um eine Enzymaktivierung zu
erreichen. In weiteren 15 Sekunden auf 95°C kommt es zur Denaturierung, d.h. die
Doppelstrange werden in Einzelstrdinge geschmolzen. Im néchsten Schritt, bei 60°C fiir 60
Sekunden, konnen komplementére Stringe hybridisieren und es folgt die Elongation. Die Schritte
der Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation werden als Zyklus insgesamt 45-mal

durchlaufen.

Fiir eine Reaktion gemiB3 SYBR Green-Protokoll ist die Verwendung folgender Komponenten
erforderlich: 12,5ul Universal Mastermix, 1pl 10 pikomolarer Primer (10ul Forward+ 10ul
Universal+ 190ul H20), 6,5ul H20 und 5pul Probe. Dies ergibt ein Gesamtvolumen von 25ul. Das
PCR-Programm fiir SYBR entspricht weitestgehend dem des TagMan Programms, nur dass am
Ende zusitzlich eine Schmelzkurven-Analyse durchgefiihrt wird (bei der Temperaturstufe 60°C

wird alle fiinf Sekunden um 0,5°C hochgeheizt bis 95°C erreicht sind).

23



Material und Methoden

2.6.6. Analyse von CRP-Wert und fikalem Calprotectin (FC)

Der CRP-Wert (mg/l) wurde, ebenso wie der Himoglobin- (mmol/l) und Hamatokrit-Wert (1/1),
im Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie als Teil von Routinebestimmungen
gemessen. Die Analyse von FC wurde mittels Stuhlproben (~5g), welche von jedem Patienten
gesammelt wurden, bestimmt. Etwa 100mg Stuhl wurden von jedem Patienten fiir die FC-
Analyse verwendet. Fiir die Untersuchung von FC wurde das quantitative Calprotectin ELISA Kit
(PhilCal® Calprotectin ELISA MRP8/14 S100A8/9, Immundiagnostik, Bensheim) anhand des
Hersteller-Protokolls angewendet. Die Ergebnisse sind dargestellt als pg Calprotectin pro g Stuhl.

2.7. Statistische Analyse

Alle Werte wurden in eine Excel-Tabelle iibertragen. Die Daten wurden anschlieBend mit
GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA, USA) ausgewertet. Die Analyse ergab keine Normalverteilung
der Daten. Aus diesem Grund erfolgte die weitere Auswertung mit nicht-parametrischen Tests.
Unabhingige Stichproben wurden bei zwei zu vergleichenden Merkmalen mithilfe des Mann-
Whitney-U-Tests und bei mehr als zwei zu vergleichenden Gruppen anhand des Kruskal-Wallis-
Tests ausgewertet. Fiir gepaarte Stichproben wurde bei mehr als zwei zu vergleichenden
Stichproben der Friedman-Test angewandt. Als Post-hoc-Test wurde der Dunn’s Test zur
Uberpriifung, ob signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen vorliegen,
angewendet. Eine Signifikanz (*) wurde bei p-Werten kleiner als 0,05 angenommen. Die
statistische Auswertung umfasste weiterhin die Bestimmung des Medians, der Spannweite, der
25. und 75. Perzentile, des Mittelwerts, der 95% Konfidenzintervalle, der Standardabweichung
und des Standardfehlers fiir die jeweilige untersuchte miRNA und Kohorte. Die graphische
Darstellung der Ergebnisse erfolgte in ,,Boxplots* mit Maximal- und Minimalwert, 25. und 75.
Perzentile sowie der 50. Perzentile (Median). Im Ergebnisteil wurde gelegentlich beispielhaft der
Median mit Minimal- und Maximalwert angegeben.

Fiir die quantitative Beurteilung der Genexpression (x-fache Anderung) wurde fiir Serumproben
die 222“-Methode und fiir Stuhlproben die 2“-Methode verwendet. Aufgrund der nicht-
parametrischen Daten erfolgte die Berechnung anhand des Medians [97]. Fiir Serumproben
wurde jeweils fiir die Patientenproben und die Kontrollen eine Differenz aus dem Ct-Wert der

miRNA und der Referenz-miRNA bestimmt. Die Differenz dieser beiden Ergebnisse wurde dann
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mit negativem Vorzeichen in den Exponenten mit der Basis 2 gesetzt (224°Y) (Anl. 1). Das
Ergebnis davon entspricht der Expressionsdnderung [97]. Bei den nicht normalisierten
Stuhlproben wurde die Differenz aus dem Ct-Wert der betreffenden miRNA und der Kontrolle
berechnet und anschlieend wurde das Ergebnis mit negativem Vorzeichen in den Exponenten
der Basis 2 gesetzt (22" (Anl. 1).

Zur Testung einer Abhingigkeit zwischen zwei verbundenen Stichproben wurde die nicht-
parametrische Spearman Korrelationsanalyse angewandt und die Regressionsgerade mit
Berechnung graphisch dargestellt. Es wurde die jeweilige miRNA-Expression in Stuhl und
Serum korreliert. Des Weiteren untersuchten wir eine Korrelation des FC-, CRP-, Hamoglobin-
und des Hamatokrit-Wertes mit der Expression der vier untersuchten miRNAs im Serum und im

Stuhl. Nicht-signifikante Korrelationen wurden im Ergebnisteil nicht aufgefiihrt.

2.8. Eigenanteil

Im Rahmen der Promotionsarbeit wurden folgende Arbeitsschritte in Eigenleistung durchgefiihrt:
- Akquirierung der prospektiv gesammelten Proben
- Extraktion der RNA aus Stuhl-, Serum- und EDTA-Proben (in Kooperation mit Nha Le)

- Bestimmung der miR-16, miR-21, miR-155 und miR-223 mittels RT und qRT-PCR (in
Kooperation mit Nha Le)

- Statistische Auswertung der Ergebnisse unter Betreuung durch PD Dr. med. habil.
Alexander Link
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3. Ergebnisse

Die Auswertung der Promotionsarbeit umfasst einerseits die Untersuchung der miRNA-
Expression in Serum- und Stuhlproben von Patienten mit CED und andererseits die systematische

Analyse potentieller Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression im Stuhl.

3.1. miRNAs im Serum bei CED-Patienten

Aus fritheren Studien ist bekannt, dass CD und UC mit miRNA-Verdnderungen im Serum
assoziiert sind. Um diese Ergebnisse zu validieren, untersuchten wir zunéchst die Verdnderungen
im Serum von CED-Patienten. Fiir diesen Zweck wurden die miRNAs miR-16, miR-21, miR-155

und miR-223 auf Expressionsverdnderungen in CED untersucht.

3.1.1. miRNA-Expression in CED-Serumproben

Als erstes wurden die miRNA-Expressionen von allen CED-Serumproben (CD und UC) mit
Kontrollproben verglichen (Abb. 3 und Anl. 1). CED-Patienten zeigten im Serum deutlich hohere
miR-16-Expressionen (2,9fach) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Median (min; max) 5,8%107
(1,9%10%; 9,1*¥102) vs. 2*107 (1,5%10%; 1,1*10), p=0,0105 entsprechend) (Abb. 3A). Ahnlich
konnten wir die miR-21-Expression im Serum mit 2,7fach hoheren Expressionen als in den
Kontrollen nachweisen (2,1*¥10™ (2,2%107; 2,5%10%) vs. 6,4%107 (1,3*10%; 3,4*10™) (Abb. 3B).
Noch hoher war der miR-223-Expressionsunterschied mit 3,8fach hoheren Expressionen in CED
im Vergleich zu den Kontrollen (1,810 (2,9*107; 1,4*10") vs. 6,1*¥107 (2,7*10™%; 2,6*102))
(Abb. 3D). Dagegen fanden wir keinen signifikanten Expressionsunterschied fiir miR-155 (Abb.
30).
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Abb. 3: miRNA-Expression in CED-Serumproben im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Kontrolle (wei}) n=20, CED (rot) n=51. Die Werte sind dargestellt als relative miRNA-Expression (A: miR-16, B:
miR-21, C: miR-155, D: miR-223), jeweils normalisiert auf cel-miR-39 mithilfe der 22¢"-Methode. Die Analyse
wurde durchgefiihrt mittels Mann-Whitney-U-Test und die Signifikanz (*) als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
dargestellt.

3.1.2.  miRNA-Expression in CD- und UC-Serumproben

CD und UC gehoren zwar beide zu den CED, unterscheiden sich jedoch voneinander. Um in der
Entitét spezifische Unterschiede feststellen zu konnen, wurden die CED-Serumproben daher fiir
die detaillierte Subgruppenanalyse entsprechend vorliegender Grundkrankheit in CD- und UC-
Serumproben aufgeteilt und mit der Kontrollgruppe sowie untereinander verglichen (Abb. 4 und
Anl. 1).

Drei untersuchte miRNAs (miR-16, miR-21 und miR-223) wiesen jeweils signifikante
Expressionsunterschiede auf. Dabei war fiir alle drei miRNAs die Expression in CD- im
Vergleich zu UC- und Kontrollkohorten am hdchsten. Wir fanden keine signifikanten
Verdnderungen zwischen den Kontrollen und der UC-Gruppe.

CD-Serumproben von miR-16 (7,8*107° (1,9*10™%; 9,1*107?)) hatten beispielsweise eine ca.
4,5fach hohere Expression als Kontroll-Serumproben (2*¥107 (1,5%10%; 1,1*1072)) und eine sogar
etwa 5,7fach hohere Expression als UC-Serumproben (9,7%10™ (5,6%10™; 5,3*107)) (Abb. 4A).
Ahnliche Verinderungen wurden bei der Analyse der miR-21 festgestellt (Abb. 4B).

Die stirksten Verdnderungen wurden fiir miR-223 beobachtet (Kruskal-Wallis-Test, p<0,0001).
Hier ergab sich eine etwa 5,8fach hohere Expression der CD-Serumproben verglichen mit den
Kontrollproben (3,6%102 (4,1*%1073; 1,4*10™") vs. 6,1%¥107 (2,7%10™; 2,6%1072), p<0,001 in Dunn’s

Post-hoc-Test) und eine etwa 3,8fach hohere Expression der CD- verglichen mit den UC-
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Serumproben (3,6%1072 (4,1*¥1073; 1,4*10") vs. 1,1*¥1072 (2,9%107; 4,8*107%), p<0,001 in Dunn’s
Post-hoc-Test) (Abb. 4D). Wie auch in den CED-Serumanalysen konnten wir fiir die miR-155
insgesamt keine signifikanten Expressionsunterschiede nachweisen (Abb. 4C).
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Abb. 4: miRNA-Expression in CD- und UC-Serumproben sowie in der Kontrollgruppe.

Kontrolle (wei3) n=20, CD (rot) n=36, UC (rosa) n=15. Die Werte sind dargestellt als relative miRNA-Expression
(A: miR-16, B: miR-21, C: miR-155, D: miR-223), jeweils normalisiert auf cel-miR-39 mithilfe der 22“'-Methode.
Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s Post-hoc-Test. Die Signifikanz (*) wurde
als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

3.1.3. miRNA-Expression in Serumproben von CED-Patienten mit aktiver Erkrankung

und von CED-Patienten in Remission

Im néchsten Schritt untersuchten wir, ob Serum-miRNA-Verdnderungen mit der
Erkrankungsaktivitit korrelieren. Dafiir wurden die Proben von CED-Patienten in Proben von
Patienten mit akutem Schub der Erkrankung und Proben von Patienten in Remission eingeteilt
(Abb. 5).

Patienten im akuten Schub einer CED hatten deutlich hohere miR-16-Werte (ca. 3,1fach),
verglichen mit der Kontrollgruppe, nicht jedoch im Vergleich mit Patienten in Remission. Bei
miR-21 und miR-223 bestand jeweils ein signifikanter Expressionsunterschied sowohl zwischen
den CED-Patienten im aktiven Erkrankungsstadium und den Kontrollen als auch zwischen den
Patienten in Remission und der Kontrollgruppe. Die miR-21-Serumproben von CED-Patienten
im akuten Schub wiesen im Vergleich zu Kontrollen eine 3,1fach héhere Expression auf (2,3%10
(2,2%107; 2,5%10) vs. 6,4*107 (1,3*107; 3,4¥*10)). Auch die miR-21 Proben von Patienten in
Remission wiesen eine 3fach hohere Expression als in den Kontrollen auf (2,1%10™ (8,2%10°;

7,5%10%) vs. 6,4%107 (1,3*107; 3,4*10™%)) (Abb. 5B). Die Expression der miR-223 in Proben von
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Patienten mit aktiver Erkrankung war 5,4fach hoher als in Kontrollen (3,6*102 (2,9%107;
1,4¥107") vs. 6,1*¥107 (2,7%10%; 2,6¥*10%) und die Expression von Remissionsproben 1,9fach
hoher als in Kontrollen (1,4*102 (4,1%1073; 1*107) vs. 6,1%¥103 (2,7%10*; 2,6%102)) (Abb. 5D).
Fiir die miR-155 lagen auch zwischen den hier untersuchten Gruppen keine signifikanten
Expressionsunterschiede vor (Abb. 5C). Obwohl die Proben der CED-Patienten in Remission bei
allen vier untersuchten miRNAs niedrigere Werte als im aktiven Stadium zeigten, konnten wir
keine signifikanten Veranderungen im Vergleich zur CED mit Aktivitdt feststellen.
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Abb. 5: miRNA-Expression in Serumproben von CED-Patienten mit aktiver Erkrankung und von CED-Patienten in
Remission sowie in der Kontrollgruppe.

Kontrolle (wei}) n=20, Aktiv (rot) n=28, Remission (blau) n=23. Die Werte sind dargestellt als relative miRNA-
Expression (A: miR-16, B: miR-21, C: miR-155, D: miR-223), jeweils normalisiert auf cel-miR-39 mithilfe der 24¢!-
Methode. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s Post-hoc-Test. Die Signifikanz
(*) wurde als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

3.14. miRNA-Expression in Serumproben von CD-Patienten mit aktiver Erkrankung

und von CD-Patienten in Remission

Im letzten Schritt der Subgruppen-Analysen der Serumproben evaluierten wir die miRNA-
Verianderungen fiir jede Entitdt im Hinblick auf die Aktivitat separat.

In Abb. 6 und Anl. 1 sind quantitative miRNA-Expressionsunterschiede zwischen Proben von
CD-Patienten mit akutem Erkrankungsschub, CD-Patienten in Remission und Kontrollproben
dargestellt. Die miR-16-Expression der CD-Serumproben lag bei aktiv Erkrankten ca. 5,6fach
héher als bei Kontrollprobanden (10*¥107 (4,9%1073; 9,1*¥107%) vs. 2*103 (1,5%10%; 1,1*107%)) und
etwa 1,6fach hoher als bei Patienten in Remission (10*107 (4,9%107; 9,1*107?) vs. 6,2*%107
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(1,9%10%; 1,3*10%)) (Abb. 6A).

Bei der Auswertung der miR-21-Expression fielen deutliche Unterschiede zwischen den
Kontrollproben und den Proben aktiv Erkrankter (ca. 4,5fach) (6,4*107 (1,3*107; 3,4*10%) vs.
3,6¥10* (1,2*10%; 2,5%107); p<0,001 in Dunn’s Post-hoc-Test) sowie zwischen den
Kontrollproben und den Proben von Patienten in Remission (ca. 2,9fach) (6,4*107 (1,3*107;
3,4¥10%) vs. 1,9%10™ (8,2*107; 7,5*¥10™); p<0,001 in Dunn’s Post-hoc-Test) auf (Abb. 6B).
Interessanterweise ergab die Analyse der miR-155 in der CD-Kohorte erstmals hohere Werte bei
Patienten mit aktiver Erkrankung (ca. 1,9fach) als in Kontrollproben und ca. 2,1fach hdhere
Werte als bei Patienten in Remission (Abb. 6C). Die grofliten Verdnderungen bestanden fiir miR-
223 mit einer ca. 8,5fach hoheren Expression bei aktiv Erkrankten als bei Kontrollen. Zwischen
CD mit aktiver Erkrankung und CD in Remission fanden wir nur die Verdnderung fiir miR-16

und miR-155, nicht jedoch fiir miR-21 und miR-223.
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Abb. 6: miRNA-Expression in Serumproben von CD-Patienten mit aktiver Erkrankung und von CD-Patienten in
Remission sowie in der Kontrollgruppe.

Kontrolle (wei}) n=20, CD Aktiv (rot) n=20, CD Remission (blau) n=16. Die Werte sind dargestellt als relative
miRNA-Expression (A: miR-16, B: miR-21, C: miR-155, D: miR-223), jeweils normalisiert auf cel-miR-39 mithilfe
der 22¢-Methode. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s Post-hoc-Test. Die
Signifikanz (*) wurde als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

3.1.5. miRNA-Expression in Serumproben von UC-Patienten mit aktiver Erkrankung

und von UC-Patienten in Remission

Analog zur Untersuchung der quantitativen miRNA-Expression bei Serumproben von CD-
Patienten mit unterschiedlicher Krankheitsaktivitdt wurde dies auch bei UC-Patienten analysiert

(Abb. 7). Im Vergleich zur CD-Kohorte bestand ein sehr heterogenes Bild fiir die miRNA-
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Expression. Trotzdem gab es einige signifikante Verdnderungen, wie z.B. hohere miR-21 und
miR-223-Expressionen in UC-Patienten in Remission im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch
wenn miR-155 minimale Verdnderungen zwischen UC-Patienten in Remission und aktiver
Erkrankung zeigte, waren diese Verdnderungen nicht signifikant zur Kontrollgruppe und somit
wahrscheinlich von geringer Relevanz. Keine Verdnderungen konnten in der Expression der miR -

16 festgestellt werden (Abb. 7A).

M mik-16 B miR-21 C mif-155 D miR-223

1a® w"] 1a® 11017

(LIRS L1} '-| (L 11} '-|

- -

=
-

A
Tm T et

pe0,21K3 po0,002] po0.0561
= v r r ({1 . ([ ' 1= v
F FF & & & & & & & g
. i = o - e -F
& [ & 3 .:\"alL AL q:& e o & .,\$'
\t o K. W

cel-mibE-3%

i lmi b=

1044 —_— 10 peD 0243

- 1iveel-miR-39
=
)
R-158

m

Abb. 7: miRNA-Expression in Serumproben von UC-Patienten mit aktiver Erkrankung und von UC-Patienten in
Remission sowie in der Kontrollgruppe.

Kontrolle (wei}) n=20, UC Aktiv (rot) n=8, UC Remission (blau) n=7. Die Werte sind dargestellt als relative
miRNA-Expression (A: miR-16, B: miR-21, C: miR-155, D: miR-223), jeweils normalisiert auf cel-miR-39 mithilfe
der 22¢-Methode. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s Post-hoc-Test. Die
Signifikanz (*) wurde als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die CD-Patienten deutlich hohere miRNA-

Expressionsverdnderungen im Serum als UC-Patienten aufwiesen. Diese korrelierten mit der

Krankheitsaktivitit.

3.2. miRNAs im Stuhl bei CED-Patienten

In vorangegangenen Untersuchungen fand man heraus, dass das KRK mit miRNA-
Verdnderungen im Stuhl assoziiert ist [89,91-93]. Basierend auf den Erkenntnissen, dass die
Mukosa von CED-Patienten verdnderte miRNA-Expressionen aufweist [§1-83], untersuchten wir

den Stuhl von CED-Patienten.
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3.2.1. miRNA-Expression in CED-Stuhlproben

In dhnlicher Art wie bei den Serumproben wurden die Untersuchungen zunéchst in der gesamten
CED-Kohorte, anschlieBend in Subgruppen (CD und UC) und schlieBlich in Subgruppen nach
Aktivitét (akuter Schub vs. Remission) untersucht.

Frithere Studien zeigen, dass miR-16 zur Normalisierung von Stuhlproben verwendet werden
kann. Unsere erste Analyse der Proben ergab, dass die miR-16-Expression eine deutliche
Variabilitdt in CED aufweist, welche in der Kontrollgruppe nicht vorlag. Dies fiihrte zu der
Vermutung, dass CED mit miR-16-Verdanderungen im Stuhl assoziiert sein konnten. Da bislang
keine anerkannte Normalisierung fiir Stuhl existiert, erfolgten die weiteren Messungen basierend
auf dem Stuhlvolumen bzw. der Extraktionsmenge und den Rohwerten (niedrigere Werte
bedeuten eine hohere Konzentration und umgekehrt; dabei bedeutet ein Ct-Wert einen 2fachen
Unterschied). Die Verdnderungen der miR-16, miR-21, miR-155 und miR-223-Expression in
CED-Stuhlproben im Vergleich zur Kontrollgruppe sind in Abb. 8 und Anl. 1 dargestellt.
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Abb. 8: miRNA-Expression in CED-Stuhlproben im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Kontrolle (weifl) n=15, CED (rot) n=57. A: miR-16, B: miR-21, C: miR-155, D: miR-223. Die Analyse wurde
durchgefiihrt mittels Mann-Whitney-U-Test und die Signifikanz (*) als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

Fiir alle vier miRNAs konnten wir signifikant hohere Expressionen im Stuhl von CED-Patienten
feststellen. Der deutlichste Unterschied lag fiir miR-223 mit einer etwa 6,5fach hdheren
Expression von CED-Stuhlproben im Vergleich zu Kontroll-Stuhlproben (Median (min; max)
26,8 (14,2; 32,8) vs. 29,5 (26,3; 33,3); entsprechend p<0,0001) vor (Abb. 8D).
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3.2.2. miRNA-Expression in CD- und UC-Stuhlproben

Im weiteren Schritt untersuchten wir die Verdnderungen fiir CD und UC im Vergleich zueinander
(Abb. 9).

Fir miR-16, miR-155 und miR-223 bestand jeweils ein deutlicher Expressionsunterschied
zwischen der Kontroll- und CD-Kohorte sowie zwischen der Kontroll- und UC-Kohorte. Die
Expression von miR-223 in den CD-Stuhlproben war beispielsweise etwa 5,7fach hoher als in
den Kontrollproben (27,1 (14,2; 32,8) vs. 29,5 (26,3; 33,3), p<0,001 in Dunn’s Post-hoc-Test)
und in den UC-Stuhlproben bis ca. 10,2fach hoher als in den Kontrollproben (26,2 (16,4; 30,5)
vs. 29,5 (26,3; 33,3), p<0,01 in Dunn’s Post-hoc-Test) (Abb. 9D). Auch fiir miR-16 und miR-155
fanden wir einen signifikanten Expressionsunterschied zwischen CD und Kontrollen sowie einen
sehr signifikanten Unterschied in der Expression von UC und Kontrollen. Interessanterweise
wurden bei relativ deutlichen Abweichungen der miR-21 keine signifikanten Verdnderungen

zwischen den Proben festgestellt.
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Abb. 9: miRNA-Expression in CD- und UC-Stuhlproben sowie in der Kontrollgruppe.

Kontrolle (weil3) n=15, CD (rot) n=39, UC (rosa) n=18. A: miR-16, B: miR-21, C: miR-155, D: miR-223. Die
Analyse wurde durchgefiihrt mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s Post-hoc-Test. Die Signifikanz (*) wurde als *
p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

3.2.3. miRNA-Expression in Stuhlproben von CED-Patienten mit aktiver Erkrankung

und von CED-Patienten in Remission
Als néchstes teilten wir die Patienten entsprechend der Erkrankungsaktivitit auf. Dabei wurden

aktiv erkrankte Patienten von solchen, die sich in Remission befanden, unterschieden (Abb. 10).

Alle vier untersuchten miRNAs zeigten einen deutlichen Expressionsunterschied zwischen den
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Stuhlproben der Kontrollen und den Stuhlproben der CED-Patienten mit akutem
Erkrankungsschub. Die CED-Proben von Patienten mit akutem Schub hatten eine etwa 5,5fach
hohere miR-16-Expression als die Proben der Kontrollprobanden (28,8 (18,2; 33,7) vs. 31,3 (29;
33,8)) und eine ca. 3fach hohere Expression als Proben von Patienten in Remission (28,8 (18,2;
33,7) vs. 30,4 (28,1; 33,8)) (Abb. 10A und Anl. 1). Fiir miR-223 war die Expression der aktiven
CED-Proben sogar ca. 17,1fach hoher als bei den Kontrollproben (25,4 (14,2; 30,3) vs. 29,5
(26,3; 33,3)) und etwa 6,1fach hoher als in Remissionsproben (25,4 (14,2; 30,3) vs. 28 (24,7;
32,8)) (Abb. 10D wund Anl. 1). Es fiel auf, dass insgesamt kein signifikanter

Expressionsunterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Remissionskohorte vorlag.
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Abb. 10: miRNA-Expression in Stuhlproben von CED-Patienten mit aktiver Erkrankung und von CED-Patienten in
Remission sowie in der Kontrollgruppe.

Kontrolle (weifl) n=15, Aktiv (rot) n=36, Remission (blau) n=21. A: miR-16, B: miR-21, C: miR-155, D: miR-223.
Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s Post-hoc-Test. Die Signifikanz (*) wurde
als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

3.24. miRNA-Expression in Stuhlproben von CD-Patienten mit aktiver Erkrankung und

von CD-Patienten in Remission

In diesem Abschnitt vergleichen wir CD- und UC-Patienten dezidiert entsprechend der
Erkrankungsaktivitdt (Abb. 11). Die Expression der vier untersuchten miRNAs in Stuhlproben
von aktiv erkrankten CD-Patienten war jeweils hoher als in Proben von Patienten in Remission
als auch in Kontrollproben (auch wenn nicht immer signifikante Unterschiede vorlagen). Der
stairkste miRNA-Expressionsunterschied war fiir miR-223 mit einer etwa 13,1fach hoheren

Expression in den aktiven CD-Stuhlproben im Vergleich zu den Kontrollproben (26,4 (14,2; 30,3)
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vs. 29,5 (26,3; 33,3), p<0,001 im Dunn’s Post-hoc-Test) zu verzeichnen (Abb. 11D). Fiir miR-21
lieB sich kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen untersuchten Kohorten
aufzeigen. AusschlieBlich fiir miR-16 zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen aktiven
und in Remission befindlichen Erkrankten. Wie bereits bei dem Vergleich der CED-Stuhlproben
beschrieben, lieBen sich zwischen Kontroll- und Remissions-Stuhlproben fiir die vier

untersuchten miRNAs keine signifikanten Expressionsunterschiede darstellen.
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Abb. 11: miRNA-Expression in Stuhlproben von CD-Patienten mit aktiver Erkrankung und von CD-Patienten in
Remission sowie in der Kontrollgruppe.

Kontrolle (weil3) n=15, CD Aktiv (rot) n=26, CD Remission (blau) n=13. A: miR-16, B: miR-21, C: miR-155, D:
miR-223. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s Post-hoc-Test. Die Signifikanz
(*) wurde als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

3.25. miRNA-Expression in Stuhlproben von UC-Patienten mit aktiver Erkrankung und

von UC-Patienten in Remission

Analog zur Auswertung der CD-Stuhlproben von Patienten mit unterschiedlicher
Krankheitsaktivitit im Vergleich zu Kontroll-Stuhlproben wurden auch die Stuhlproben von UC-
Patienten hinsichtlich ihrer Erkrankungsaktivitét analysiert (Abb. 12). Fiir miR-16, miR-155 und
miR-223 wurde ein deutlicher Expressionsunterschied fiir den Vergleich von der Kontrollgruppe
mit den Patienten im aktiven Erkrankungsschub festgestellt. MiR-223-Stuhlproben von UC-
Patienten im akuten Erkrankungsschub zeigten sogar eine 67,7fach hohere Expression als
Kontroll-Stuhlproben (23,4 (16,4; 29,1) vs. 29,5 (26,3; 33,3); entsprechend p=0,0005 im Kruskal-
Wallis-Test). Im Gegensatz zu den Untersuchungen in CED und CD bestand in UC ein

signifikanter Unterschied fiir miR-155 zwischen der Kontrollgruppe und den Remissionsproben,
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wiéhrend keine Signifikanz zwischen Proben von UC-Patienten im akuten Schub und Proben von
UC-Patienten in Remission erreicht wurde. Die miR-21 wies insgesamt trotz hoherer Expression

der aktiv Erkrankten keine signifikanten miRNA-Expressionsunterschiede auf.
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Abb. 12: miRNA-Expression in Stuhlproben von UC-Patienten mit aktiver Erkrankung und von UC-Patienten in
Remission sowie in der Kontrollgruppe.

Kontrolle (weifl) n=15, UC Aktiv (rot) n=10, UC Remission (blau) n=8. A: miR-16, B: miR-21, C: miR-155, D:
miR-223. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s Post-hoc-Test. Die Signifikanz
(*) wurde als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

Zusammenfassend konnten wir im Stuhl im Vergleich zu Serumproben deutliche Unterschiede in
der miRNA-Expression sowohl fiir CD als auch fiir UC feststellen. Die Verdnderungen
korrelierten eindrucksvoll mit der Erkrankungsaktivitit und zeigten eine zumindest partielle

Normalisierung in Remission.

3.3. miRNA-Expression und Korrelation zu Entziindungsmarkern in CED

Nachdem wir die Verdnderungen der miRNA-Expression im Serum und Stuhl identifiziert haben,
wollten wir untersuchen, ob es eine Korrelation zwischen den beiden Probenarten gibt (Abb. 13).
Letztendlich wurde keine Korrelation zwischen fékalen und zirkulierenden miRNAs festgestellt,
was nahelegt, dass lokale Verdnderungen an der Mukosa nicht unmittelbar den systemischen

Zustand widerspiegeln.
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Abb. 13: Korrelation der miRNA-Expression in Stuhl und Serum.
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A: Korrelation der miRNA-16-Expression in Stuhl und Serum, B: Korrelation der miRNA-223-Expression in Stuhl
und Serum. n=46. Es wurden jeweils die Rohwerte verglichen. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Spearman-

Korrelationsanalyse.

Bisher stellen CRP und FC haufig eingesetzte Surrogatmarker fiir die Einschidtzung der

Erkrankungsaktivitit von CED-Patienten dar. Um zu iberpriifen, inwieweit die miRNA-

Expression mit laborchemischen Biomarkern assoziiert ist, wurden Parameter wie der CRP-Wert,

der Hkt- und Hb-Wert als auch FC, mit miRNA-Expressionen im Stuhl und Serum korreliert.

Interessanterweise korrelierten nur fakale, jedoch keine Serum-miRNAs, mit Parametern, wie

CRP und FC, obwohl gemi unserer Auswertung eine positive Assoziation mit der

Entziindungsaktivitdt vorlag (relevanteste Daten in Abb. 14 dargestellt). Vor allem fikale miR-16

(p=0,0068) und miR-223 (p=0,0151) korrelierten signifikant mit CRP-Werten in Stuhlproben von

CED-Patienten. Weiterhin korrelierte fiakale miR-223 mit FC (p=0,0363) (Abb. 14). Die

Korrelation von miRNAs mit Hkt- und Hb-Werten ergab keine signifikanten Unterschiede (nicht

dargestellt).
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Abb. 14: Korrelation zwischen den entziindlichen Biomarkern und der miRNA-Expression in CED-Patienten.

A: Korrelation zwischen CRP-Werten und der miR-16-Expression im Serum. n=43. B: Korrelation zwischen CRP-
Werten und der miR-223-Expression im Serum. n=43. C: Korrelation zwischen Calprotectin-Werten und der miR-
223-Expression im Serum. n=39. D: Korrelation zwischen CRP-Werten und der miR-16-Expression im Stuhl. n=49.
E: Korrelation zwischen CRP-Werten und der miR-223-Expression im Stuhl. n=49. F: Korrelation zwischen
Calprotectin-Werten und der miR-223-Expression im Stuhl. n=40.

Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Spearman-Korrelationsanalyse. CRP in mg/l, fakales Calprotectin (FC) in
ug/g. Fiir Serum wurde die relative miRNA-Expression, normalisiert auf cel-miR-39 mithilfe der 22¢-Methode,
verwendet. Fur Stuhl wurden die Rohwerte verwendet.

3.4. Analyse potentieller Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression

In diesem Abschnitt folgt die systematische Analyse verschiedener potentieller Einfliisse auf die

miRNA-Expression. Die Ergebnisse werden in vier Schritten vorgestellt.
1) Einfluss der Stuhlextraktionsmenge auf die miRNA-Expression im Stuhl
2) Einfluss von Blutbeimengungen auf die miRNA-Expression im Stuhl

3) Einfluss von Serumbeimengungen (z.B. bei mdglichen Barrierestorungen) auf die

miRNA-Expression im Stuhl
4) Systematische Stabilititsanalyse von miRNA im Stuhl

Fiir diesen Zweck wurden die homogenisierten Stuhlproben von fiinf Probanden volumengleich

und systematisch entsprechend dem Protokoll aliquotiert und portioniert.
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3.4.1. Einfluss der Stuhlextraktionsmenge auf die miRNA-Expression im Stuhl

Zu Beginn wurde untersucht, inwiefern die Stuhlmenge einen Einfluss auf die miRNA-Extraktion
und entsprechend auf die Prizision der Messung hat (Abb. 15). Dafiir wurde aus den
homogenisierten Stuhlproben in den Mengen 25ul, 50ul und 100ul Stuhl zundchst die miRNA
extrahiert und anschliefend jeweils fiir miR-16 und miR-21 analysiert. Mit steigendem
Stuhlvolumen konnten wir in Korrelation steigende miRNA-Werte nachweisen.

Zunichst untersuchten wir die nicht normalisierten Rohwerte (Abb. 15A und B). Es lag fiir beide
untersuchten miRNAs ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen 25ul und 100ul Stuhl
vor (fiir miR-16 p=0,0085; fiir miR-21 p=0,0008 im Friedman-Test). Es erfolgte ebenso eine
Auswertung der auf cel-miR-39 normalisierten Expressionswerte von miR-16 (Abb. 15C) und
miR-21 (Abb. 15D). Hierbei zeigten sich ebenfalls fiir miR-16 sowie fiir miR-21 signifikante
Expressionsunterschiede zwischen 25ul und 100ul Stuhl. 100ul Stuhlprobe ergab eine etwa
6,6fach hohere miR-16-Expression als 25ul (3,4*107 (1,4*103; 1,3*¥107) vs. 4,6¥10* (2,1*10%;
1,1*¥107)). Fiir miR-21 war die Expression von 100ul Stuhl sogar ca. 11,2fach héher als von 25ul
Stuhl (1,1*¥107 (3,4*1073; 3,7*%107%) vs. 8,9%10 (3,8*%10%; 2,3*107)). Unabhiingig davon, ob die
urspriinglichen Ct-Werte auf cel-miR-39 normalisiert oder die Rohdaten untersucht wurden,
zeigten die miRNAs eine hohere Expression bei 100ul als bei 25ul Stuhl.

Da in fritheren Studien miR-16 zur Normalisierung verwendet wurde [41,91], untersuchten wir,
zu welchem Ergebnis eine Normalisierung von miR-21 auf miR-16 fiihrt (Abb. 15E).

Wir fanden heraus, dass bei einer Normalisierung von miR-21 auf miR-16, wie sie in anderen
Studien bereits hdufig durchgefiihrt wurde, keine Expressionsunterschiede unabhédngig von der
verwendeten Stuhlmenge vorlagen.

Insgesamt bekréftigen diese Resultate die prdanalytische Genauigkeit der miRNA-Messungen.
Die Menge von Stuhlproben sollte jedoch bei den Analysen moglichst gleichmiBig verwendet
werden, da sie einen Einfluss auf die gemessene miRNA-Expression hat. Diese Ergebnisse
bestitigen zwar die Eignung von miR-16 zur Normalisierung von unauffilligen/gesunden
Stuhlproben, sie wiren jedoch gegebenenfalls bei Personen mit Diarrhoe mit Verzerrungen

assoziiert.
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Abb. 15: Einfluss der Stuhlextraktionsmenge auf die miRNA-Expression im Stuhl.

A: Darstellung der miR-16-Expression. B: Darstellung der miR-21-Expression. C: Darstellung der relativen miR-16-
Expression, normalisiert auf cel-miR-39. D: Darstellung der relativen miR-21-Expression, normalisiert auf cel-miR-
39. E: Darstellung der relativen miR-21-Expression, normalisiert auf miR-16.

Es wurden jeweils die Stuhl-Extraktionsmengen 25ul (weif3), 50pul (blau) und 100pl (rot) bei einer Probenanzahl von
n=>5 untersucht. Eine Normalisierung erfolgte mithilfe der 22*-Methode. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels
Friedman-Test und Dunn’s Post-hoc-Test. Die Signifikanz (*) wurde als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

3.4.2. Einfluss von Blutbeimengungen auf die miRNA-Expression im Stuhl

In vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Patienten mit KRK verdnderte und
meist hohere miRNA-Expressionen als Kontrollen aufweisen [91-93]. Ahnlich wie fiir KRK
sahen wir auch in unserer Arbeit hhere Expressionen der miRNA im Stuhl von CED-Patienten,
vor allem bei Patienten mit aktiver Erkrankung. Es ist beispielsweise bekannt, dass Erythrozyten
sehr hohe miR-16-Konzentrationen aufweisen [98]. Bei unseren Untersuchungen der Stuhlproben
von CED-Patienten stellten wir hohe Expressionen von miR-16 fest, was vermuten ldsst, dass
Blut einen deutlichen Einfluss auf die Expression haben kdnnte. Um zu untersuchen, ob Blut
einen Einfluss auf die miRNA-Expression im Stuhl haben konnte, entwickelten wir ein Modell,
in welchem wir Stuhl und EDTA-Blut in unterschiedlichen Konzentrationen miteinander
vermischt und anschlieend die miRNA-Expression darin untersucht haben (Abb. 16). Fiir diesen
Zweck nutzten wir beispielhaft folgende Stuhl- und Blutverhiltnisse: 100% Stuhl vs. 90% Stuhl/
10% Blut vs. 50% Stuhl/ 50% Blut vs. 100% Blut. Fiir dieses Experiment wéhlten wir miR-16
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aufgrund ihres hohen Gehaltes im Blut und miR-21 wegen ihrer bisher grof3ten Bedeutung in der
Karzinogenese aus. So konnten wir beobachten, dass bereits kleine Beimengungen von Blut zu
Stuhl zu einem deutlichen Anstieg der miR-16- und miR-21-Expression fiihrten. Die hdchste
Konzentration war in den Blutproben und die geringste in den Stuhlproben zu finden. Sie war bei
miR-16 deutlich stirker ausgeprigt als bei miR-21 (Abb. 16).

Diese Verdnderungen waren sowohl bei den nicht normalisierten Werten (Ct-Werte) als auch bei
den Proben, zu denen cel-miR-39 dazugegeben und auf diese Referenz-miRNA normalisiert
wurde, zu sehen. Die Auswertung der relativen Expressionsinderung ergab eine etwa
30573,6fach héhere miR-16-Expression von 100% EDTA-Blut im Vergleich zu 100% Stuhl
(114,6 (61; 226) vs. 4,2*%107 (1,7*107; 1,6%102)) (Abb. 16C). Fiir miR-21 konnte eine ca.
106,9fach hohere Expression von der EDTA-Blutprobe verglichen mit der Stuhlprobe verzeichnet
werden (7*¥107 (3,8*107!; 2) vs. 7,6%107 (2,4*107%; 2,8*%1072)) (Abb. 16D).
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Abb. 16: Einfluss von Blutbeimengungen auf die miRNA-Expression im Stuhl.

A: Darstellung der miR-16-Expression. B: Darstellung der miR-21-Expression. C: Darstellung der relativen miR-16-
Expression, normalisiert auf cel-miR-39. D: Darstellung der relativen miR-21-Expression, normalisiert auf cel-miR-
39.

Es wurde die Expression in Stuhl (wei) und EDTA-Blut (dunkelrot), sowie in den Stuhl-Blut-Gemischen in den
Verhéltnissen 90% Stuhl/ 10% EDTA-Blut (rosa) und 50% Stuhl/ 50% EDTA-BIut (hellrot) bei einer Probenanzahl
von n=>5 untersucht. Eine Normalisierung erfolgte mithilfe der 24“-Methode. Die Analyse wurde durchgefiihrt
mittels Friedman-Test und Dunn’s Post-hoc-Test. Die Signifikanz (*) wurde als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
dargestellt.

3.4.3. Einfluss von Serumbeimengungen auf die miRNA-Expression im Stuhl

Auf dhnlicher Art und Weise wie beim Blut verglichen wir den Einfluss von Blutserum auf die
miRNA-Expression im Stuhl. Auch hier verfolgten wir die Hypothese, dass Serum einen
potentiellen Einflussfaktor auf die miRNA-Expression im Stuhl darstellen konnte. Hier wurde ein
dhnliches Konzept wie oben beschrieben angewandt, jedoch wurden zur besseren
Ubersichtlichkeit nur jeweils 100% Stuhl und Serum, sowie jeweils 50% Stuhl und Serum
verwendet (Abb. 17).
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Obwohl die miR-16 eine etwas hohere Expression in gemischten Proportionen zeigte, waren die
Verdanderungen zwischen den 100%-Proben nicht vorhanden. Nach der Normalisierung war
jedoch die miR-16-Expression in der 100% Serumprobe hoher als im Stuhl. Eine etwas andere
Tendenz sahen wir bei der miR-21-Analyse. Hier waren sowohl in der Auswertung der nicht
normalisierten Werte als auch in den auf cel-miR-39 normalisierten Daten signifikant hohere
miR-21-Expressionen im Stuhl als im Serum nachweisbar (Abb. 17B und D).

Die miR-16-Expression im Serum war ca. 6,7fach hoher als im Stuhl (2¥1072 (1,3*10%; 4,1*¥107?)
vs. 4,2%10° (1,7%103; 1,6¥107?)), die miR-21-Expression im Stuhl hingegen war ca. 8,8fach
hoher als im Serum 7,6%107 (2,4*107; 2,8%1072)) vs. (4,8*10™ (4*10%; 8,6*10%) (Anl. 1).
Zusammenfassend lédsst sich, basierend auf diesen einfachen, jedoch sehr aussagekriftigen
Experimenten, feststellen, dass bereits geringe Blutbeimengungen im Stuhl zu deutlichen
Verdnderungen in der miRNA-Expression im Stuhl beitragen konnen. Dies kann, abhédngig
davon, welcher Bestandteil des Blutes vorliegt (Serum oder Vollblut), zu komplexen bzw.
heterogenen Verdnderungen fiihren. Diese Experimente legen nahe, dass miR-16 bei
entziindlichen Verdnderungen des Darmes nicht zur Normalisierung der Proben verwendet

werden kann.
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Abb. 17: Einfluss von Serumbeimengungen auf die miRNA-Expression im Stuhl.

A: Darstellung der miR-16-Expression. B: Darstellung der miR-21-Expression. C: Darstellung der relativen miR-16-
Expression, normalisiert auf cel-miR-39. D: Darstellung der relativen miR-21-Expression, normalisiert auf cel-miR-
39.

Es wurde die Expression in Stuhl (weif}) und Serum (rot), sowie im Stuhl-Serum-Gemisch im Verhiltnis 50% Stuhl/
50% Serum (blau) bei einer Probenanzahl von n=5 untersucht. Eine Normalisierung erfolgte mithilfe der 24¢'-
Methode. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Friedman-Test und Dunn’s Post-hoc-Test. Die Signifikanz (*)
wurde als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.

3.4.4. Systematische Stabilititsanalyse von miRNA im Stuhl

Stuhlproben beinhalten viele aktive Enzyme. Dennoch wurde friither berichtet, dass miRNAs eine
gute Stabilitdit aufweisen [90]. Diese untersuchten wir systematisch, indem ausgewdihlte
Stuhlproben aufbereitet und anschlieend fiir 14 Tage bis zur miRNA-Isolation bei verschiedenen
Temperaturstufen gelagert wurden. Durch die Verdiinnung der Proben mit Wasser vor der
Lagerung, kommt es zur Aktivierung der Verdauung durch Enzyme. Die Lagerungstemperaturen
wurden wie folgt gewihlt: -80°C, erst -80°C und nach 24 Stunden (h) -30°C, -30°C, 4°C und
20°C (Abb. 18). In der Rohdatenauswertung ergaben sich fiir miR-16 deutliche
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Expressionsunterschiede zwischen der Lagerung auf -80°C und 4°C sowie zwischen -80°C und
20°C (Abb. 18A). Die Untersuchung der miR-21-Expression ergab ebenfalls einen erheblichen
Unterschied zwischen der Lagerung auf -80°C und 4°C (Abb. 18B). Das Einfrieren der
aufbereiteten Stuhlproben (bei -30°C/ -80°C) scheint daher bedeutend zu sein. In der Auswertung
der auf cel-miR-39 normalisierten Ct-Werte ergab sich fiir miR-16 ein signifikanter
Expressionsunterschied zwischen der Lagerung auf -80°C und 20°C (6*10 (5,5%10%; 4,3) vs.
1,5%107 (9,1*¥10; 7,7%1072); 6,5fach; entsprechend p=0,0244) (Abb. 18C und Anl. 1). Die
Auswertung der relativen miR-21-Expression (Abb. 18D) ergab keine signifikanten Unterschiede

zwischen den untersuchten Temperaturen.
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Abb. 18: Systematische Stabilitdtsanalyse von miRNA im Stuhl.

A: Darstellung der miR-16-Expression. B: Darstellung der miR-21-Expression. C: Darstellung der relativen miR-16-
Expression, normalisiert auf cel-miR-39. D: Darstellung der relativen miR-21-Expression, normalisiert auf cel-miR-
39.

Es wurden folgende Temperaturstufen bei einer Probenanzahl von n=5 untersucht: -80°C (dunkelblau), erst -80°C,
dann nach 24 Stunden (h) -30°C (stahlblau), -30°C (hellblau), 4°C (rosa), 20°C (rot). Eine Normalisierung erfolgte
mithilfe der 22-Methode. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels Friedman-Test und Dunn’s Post-hoc-Test. Die
Signifikanz (*) wurde als * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 dargestellt.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde das Potential von miRNAs im Serum und im Stuhl als mégliche Biomarker in
der Diagnostik chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen systematisch evaluiert. Wie bereits
einleitend erldutert, mangelt es aktuell noch an verlésslichen diagnostischen Biomarkern in CED.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass Patienten mit CED Verdnderungen von mehreren miRNAs,
wie z.B. miR-16, miR-21, miR-155 und miR-223, in Serum und Stuhl aufweisen. Die
Expressionsverdnderungen im Serum waren bei CD-Patienten hoher und korrelierten mit der
Erkrankungsaktivitét, wihrend die miRNA-Verdanderungen im Serum von UC-Patienten nur marginal
waren. Die Analyse von fdkalen Proben ergab deutlich hohere Unterschiede in den miRNA-
Verdnderungen als die Analyse der Serumproben. Sowohl Stuhlproben von CD- als auch UC-Patienten
waren im Vergleich zu Kontrollen mit einer starken Zunahme der miRNA-Expression assoziiert. Eine
klinische Remission bei CED-Patienten ging zumindest teilweise mit einer Normalisierung, besonders
der fikalen miRNA-Expression, einher. AuBlerdem zeigten fikale miRNA-Expressionsverdnderungen
eine Korrelation mit dem FC- und CRP-Wert. Die miRNAs miR-16, miR-155 und miR-223 konnen als

niitzliche fikale Marker fiir weitere Analysen betrachtet werden.

4.1. miRNA-Verinderung im Gewebe und Limitationen

In den letzten Jahren wurden wesentliche Erkenntnisse gewonnen, die nahelegen, dass miRNAs eine
bedeutende Rolle in CED spielen konnten [99]. In einer Studie von Wu et al. wurde erstmals ein
verdndertes miRNA-Expressionsprofil in Gewebeproben von aktiv erkrankten UC-Patienten im
Vergleich zu Kontrollproben sowie zu Proben von Patienten in Remission entdeckt. Die stdrksten
Anderungen in der Expression UC-assoziierter miRNAs in humanem Kolongewebe wiesen miR-192
und miR-21 auf. Dabei war miR-192 in UC-Gewebeproben signifikant herunterreguliert und miR-21
im Vergleich zu gesunden Kontrollen stark erhoht exprimiert, wie auch miR-16 in geringerer
Ausprigung [81]. Die Entnahme von Gewebebiopsien stellt eine invasive Methode dar. Fiir die
Probenentnahme muss der Patient abfiihren, es sind Instrumente wie ein Koloskop notwendig und die
Durchfiihrung ist zeit- und kostenaufwendig. Seit langer Zeit besteht ein Interesse an der Identifikation
eines nicht-invasiven Biomarkers. Daher wurden in den letzten Jahren auch Studien zu zirkulierenden

miRNAs durchgefiihrt.
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4.2. Auswahl der miRNAs

In dieser Studie wihlten wir anhand von vorangegangenen Studien bestimmte miRNAs zur
Untersuchung unserer Fragestellung aus. Insbesondere fiir unsere vier untersuchten miRNAs wurden in
fritheren Studien differentielle Expressionen in CED-Gewebeproben gefunden [82,83,100]. Gazouli et
al. erstellten anhand der Zitationsfrequenz und der Konkordanz von Expressionstrends mit dem
korrespondierenden erkrankten Gewebe eine Liste der bedeutendsten zirkulierenden miRNAs in CED
im Hinblick auf ihre Verwendung als potentielle Biomarker. Dabei stellten sich fiir CD unter anderem
miR-16 und miR-21 im Blut und Serum als am aussichtsreichsten dar. Fiir UC wurden miR-16, miR-21

und miR-155 im Blut als Erfolg versprechend fiir den Einsatz als Biomarker gelistet [75].

42.1. miR-16

MiR-16 wird eine Rolle in der Regulierung von Entziindungsprozessen und in der Einleitung der
Apoptose zugeschrieben [76]. Insgesamt kann in Studien zu zirkulierender miRNA in CED héufig eine
Uberexpression der miR-16 im Vergleich von Proben von CD-Patienten und Kontrollen beobachtet
werden [76,77,101]. Die Korrelation mit der Erkrankungsaktivitit demonstriert das Potential von miR-
16 in ihrer Funktion als Biomarker [76]. Diese Ergebnisse werden durch unsere Resultate gestiitzt, in
denen sich deutliche Expressionsverdnderungen in Serumproben sowohl zwischen aktiv erkrankten
CD-Patienten und Kontrollen als auch zwischen aktiven CD-Patienten und solchen in Remission
zeigen. Auch in unserer Analyse der Stuhlproben waren starke Expressionsdnderungen der miR-16
nachweisbar. Fiir unsere Studie wurde miR-16 jedoch initial hauptsichlich fiir den Einsatz zur
Normalisierung der Stuhlproben ausgewdhlt, wofiir sie sich aufgrund der ausgeprigten

Expressionsschwankungen letztlich nicht eignete, worauf in Abschnitt 4.8.1 néher eingegangen wird.

42.2. miR-21

Wir wihlten miR-21 fiir unsere Studie aus, da sie als héufigste dysregulierte miRNA in
Krebserkrankungen [102] und entziindlichen Erkrankungen [103] gilt. Es wurde eine erhohte
Expression von miR-21 in verschiedenen T-Zell-Typen festgestellt [104]. MiR-21 fungiert als Onkogen
und moduliert die Tumorgenese durch die Regulation von Genen, wie z.B. Bcl-2 [105]. Eine
Uberexpression von miR-21 in Kolonbiopsien von UC-Patienten scheint im Weiteren die epitheliale
Barrierefunktion durch eine Regulation von RhoB zu beeintriachtigen [106]. Shi et al. assoziierten eine

miR-21-Uberexpression mit einer intestinalen Entziindung und Gewebeschidigung. Eine
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abgeschwichte Expression konnte daher potentiell einem Ausbruch oder einer Progression chronisch-
entziindlicher Darmerkrankungen entgegenwirken [103]. Zusitzlich zur epithelialen Barrierefunktion

spielt miR-21 auch eine Rolle in intestinalen Fibroseprozessen und in der erworbenen Immunantwort

[4].

4.2.3. miR-155

Takagi et al. identifizierten eine Uberexpression von miR-21 und erstmals auch von miR-155 in
entziindeten Gewebeproben des Kolons von aktiv erkrankten UC-Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen [100]. MiR-155 nimmt eine Schliisselrolle im angeborenen und erworbenen Immunsystem
ein und ist ein entscheidender Regulationsfaktor in der B- und T-Zelldifferenzierung und -funktion. Es
wurde besonders in Lymphozyten und in myeloischen Zellen ein Vorhandensein und eine
regulatorische Funktion von miR-155 nachgewiesen [107]. In unserer Studie konnte die fikale miR-
155 sehr gut zwischen aktiv erkrankten CD-Patienten und Kontrollen als auch, wie von Takagi et al. fiir
Gewebeproben beschrieben [100], zwischen aktiv erkrankten UC-Patienten und Kontrollen

differenzieren.

4.2.4. miR-223

Iborra et al. fanden heraus, dass die Expression im Serum von miR-223 in UC im Vergleich zur
Kontrolle sowie, analog zu unseren Ergebnissen, von miR-16 in CD im Vergleich zur Kontrolle
signifikant verédndert war [76]. GemiB unseren Resultaten war miR-223 mit einer etwa 8,5fach hoheren
Expression der beste untersuchte Serummarker fiir die Unterscheidung aktiv erkrankter CD-Patienten
im Vergleich zu Serumproben von Kontrollprobanden. MiR-223 ist in neutrophilen Granulozyten stark
exprimiert [108]. Sie spielt eine entscheidende Rolle in der Granulopoese [109] und agiert als
Feinregulierer in der Granulozytenproduktion und der Entziindungsantwort [108]. Daher ist es nicht
iiberraschend, dass in den meisten Studien zum Thema miRNAs im Gewebe und Serum,
Verdnderungen der miR-223 beschrieben werden. Schaefer et al. fithrten Untersuchungen an IL-10-
ausgeknockten Méusen durch und fanden heraus, dass miR-223 als negativer Regulator des Proteins
Roquin (Rc3hl) agiert, welches wiederum die IL-17a-vermittelte Entziindung reguliert. Laut der
Resultate ihrer Studie konnte miR-223 als allgemeiner Marker der lokalen, intestinalen Entziindung
dienen [110]. Unsere Annahme, dass miR-223 potentiell als vielversprechender CED-Serumbiomarker

eingesetzt werden konnte, wurde durch das Resultat einer kiirzlich veroffentlichten Studie von Wang et
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al. unterstrichen. Demnach schienen ausgewéhlte miRNAs im Serum, wie miR-223, verldsslicher und
von hoherem prognostischen Wert als andere serologische Marker zu sein [111]. Polytarchou et al.
identifizierten vier zirkulierende miRNAs, darunter auch miR-223, welche mit der

Erkrankungsaktivitit in UC-Patienten korrelierten [112].

4.3. Zirkulierende miRNAs

Es wird vermutet, dass die meisten zirkulierenden miRNAs ihren Ursprung in Blutkomponenten (z.B.
in Erythrozyten) und Endothelzellen haben [113]. In friiheren Studien wurde festgestellt, dass die
Messung der zirkulierenden miRNA-Menge durch variierende Konzentrationen zelluldrer miRNAs der
verschiedenen hidmatopoetischen Zellen beeinflusst werden kann [98,114] und sich das miRNA-
Expressionsmuster somit vom intestinalen Gewebe unterscheidet [80]. Zunehmende Evidenz belegt,
dass die miRNA-Expression im Plasma und Serum die Verdnderungen in der Mukosa, wie
beispielsweise in der Karzinogenese, widerspiegelt [72].

Die miRNAs im Blut konnen nach aktuellem Kenntnisstand in unterschiedlichen Formen vorkommen.
Es ist bekannt, dass zirkulierende miRNAs in Mikrovesikeln [115], in High-Density-Lipoproteinen
(HDL) [116], und im Komplex mit Proteinen, wie dem AGO2-Protein [117], welches eine zentrale
Rolle im miRNA-vermittelten Silencing spielt, vorkommen und transportiert werden. Der miRNA-
Bindung an Vesikel und besonders an AGO2 wird der Grund fiir ihre hohe Stabilitit gegeniiber dem
RNase-reichen Blut zugeschrieben. Die Stabilitdt der miRNA-Expression gegeniiber Pathologien ist
von besonderer Bedeutung fiir den Einsatz zur Normalisierung, da sich bei einer Beeinflussung der zur
Normalisierung verwendeten miRNA eine Verféilschung der gemessenen miRNA-Expression ergeben
kann [118]. Es wurde aullerdem herausgefunden, dass ein Exosom-vermittelter Transfer von miRNAs
die Kommunikation und den genetischen Austausch zwischen Zellen ermdglicht [119]. Pigati et al.
beschrieben die mogliche Existenz eines zelluldren Selektionsmechanismus der miRNA-Freisetzung
und vermuteten einen Unterschied zwischen extrazelluldrem und zellulirem miRNA-Expressionsprofil.
Sie beobachteten, dass Zellen miRNAs selektiv freisetzen oder intrazelluldr behalten konnen, und das
Vorkommen von extrazelluldren miRNAs daher zumindest partiell unabhéngig von zelluldren miRNAs
betrachtet werden konnte, da es nicht unbedingt das zelluldre Profil widerspiegelt [120].

Einige wenige CED-Studien verwendeten fiir die Beurteilung der miRNA-Expression Vollblut [77,80].
Eine Vollblutprobe (EDTA-BIlut) hat jedoch den Nachteil, dass durch die dominante Erythrozytenzahl
eine deutliche Uberblendung der anderen miRNAs erfolgt, sodass potentielle inflammatorische

miRNAs stark von erythrozytdren miRNAs iiberstrahlt werden [41,98,114]. Wir entschieden uns daher
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fiir die Untersuchung von Serumproben.
Bei der Analyse von Serum gibt es einige Herausforderungen; eine davon ist die Normalisierung. Auch
wenn es keine humanen miRNAs zur Normalisierung gibt, kann die sehr gut etablierte Methode der
Verwendung von cel-miR-39 als Referenz-miRNA angewandt werden. Dies ist eine miRNA der
Gattung Caenorhabditis elegans, mit Abwesenheit von homologen Sequenzen im Menschen. Es handelt
sich um eine synthetische Referenz-miRNA, welche in Studien schon héufig als externe Kontrolle
eingesetzt wurde und als hierfiir geeignet gilt [72,121,122]. Die Referenz-miRNA cel-miR-39 wird
dhnlich wie die zu untersuchenden miRNAs beeinflusst und dient zum Ausgleich der technischen
Extraktionsvariabilitdt [122,123]. Auch in unserer Auswertung stellte sie eine zufriedenstellende

Methode zur Normalisierung dar, da wir eine konstante Expression beobachten konnten.

4.4, miRNA-Expression im Serum bei CED-Patienten

Ubereinstimmend mit der aktuellen Datenlage, konnten wir Veriinderungen der miRNA-Expression im
Serum von CED-Patienten feststellen. In unserer Studie lagen Expressionsunterschiede fiir miR-16,
miR-21 und miR-223 sowohl zwischen CED- und Kontroll-Serumproben als auch zwischen CD- und
UC-Serumproben vor. In einer Studie von Zahm et al., welche Proben von rektaler Mukosa und Serum
von pédiatrischen Patienten verglichen, war die miR-21-Expression in Serumproben von CED-
Patienten ebenfalls hoher als in Kontrollen [124]. In unserer Auswertung fiel auf, dass miR-16, miR-21,
miR-155 und miR-223 eine signifikante Expressionserhohung im Vergleich von aktiven CD-
Serumproben und Kontrollen zeigten. Anhand von miR-155 und miR-16 war zudem eine hdhere
Expression in aktiv erkrankten CD-Patienten im Vergleich zu Patienten in Remission zu beobachten.
Im Gegensatz dazu war keine signifikante Expressionsdnderung im Vergleich von aktiven UC-
Serumproben und Kontrollen zu sehen. Die Ursache dafiir konnte beispielsweise an der mukosalen
Inflammation in UC im Vergleich zur transmuralen Entziindung in CD liegen. Es lielen sich dennoch
signifikante Expressionsdnderungen in UC fiir miR-21 und miR-155 zwischen aktiv Erkrankten und
Patienten in Remission nachweisen. Nichtsdestotrotz wurde anhand unserer Untersuchungen deutlich,
dass in der Analyse der Serumproben die Daten mit der meisten Bestindigkeit die Auswertung der CD-
Proben zeigten, wihrend UC nur leichte Verdnderungen ergab.

Iborra et al. untersuchten Gewebe und Serum von CD- und UC-Patienten im aktiven und inaktiven
Erkrankungsstadium. Sie fanden in ihrer Studie Expressionsunterschiede im Serum zwischen aktivem
und inaktivem CD, jedoch nicht zwischen aktiver und inaktiver UC. Stattdessen konnten sie ein

iiberlappendes erhohtes Expressionsmuster von zwolf miRNAs im Serum von CD- und UC-Patienten
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nachweisen. Sie vermuteten, dass die erh6hte Expression in aktiv Erkrankten Ausdruck einer generellen
Entziindung sein konnte, da die identifizierten miRNAs teilweise auch in anderen
Autoimmunerkrankungen verédndert vorgefunden wurden [76]. Eine andere Gruppe, Dalal et al., wies in
CD und UC veranderte Expressionen nach, welche liberwiegend nicht identisch mit miRNAs waren,
welche in anderen autoimmunen Erkrankungen iiberexprimiert vorlagen. Sie vermuteten daher, dass die
Uberexpression wahrscheinlich eher zum einzigartigen Pathomechanismus dieser Erkrankungen
beitrage, als dass sie nur Ausdruck einer generalisierten Entziindungsantwort ist. Sie nehmen auflerdem
an, dass ein unterschiedliches miRNA-Expressionsmuster zwischen akutem und chronischen
Entziindungszustand vorliegt. Anzumerken ist allerdings, dass Dalal et al. kein Serum, sondern Gewebe
und Vollblut untersuchten [125]. In einer Studie von Zahm et al. wurden elf CD-assoziierte miRNAs im
Serum von Kindern, darunter miR-16 und miR-21, mit hoher Sensitivitit und Spezifitit und somit
hohem diagnostischen Potential beschrieben. Alle untersuchten miRNAs waren in Kindern mit CD
hoher exprimiert als in Kontrollen. Sie postulieren, dass jede einzelne Komponente in der komplexen
Pathogenese der CED, wie der Lymphozyteninfiltration in den Darm, Epithelzellschiden und
verschiedenste Entziindungsvorgéinge, zu erhohten zirkulierenden miRNA-Konzentrationen fiihren
kann [101]. Wir koénnen diese Hypothese mit den Ergebnissen unseres Stuhl-Serum-Proportionstests
stiitzen, da aufgrund von Barrierestorungen miRNA-Expressionsverdnderungen mdéglich sind. Zahm et
al. vermuteten auBlerdem, dass die CD-assoziierten miRNAs als Marker fiir ein therapeutisches
Ansprechen fungieren konnten, da zumindest bei zwei der untersuchten miRNAs eine signifikante
Reduktion nach 6-monatiger medikamentdser Behandlung erzielt werden konnte [101]. Der potentielle
Einfluss einer Therapie sollte in zukiinftigen Studien beriicksichtigt werden. In unserer Arbeit wurden
miRNA-Verdnderungen aufgrund einer speziellen Therapie von CD oder UC nicht untersucht. Wir
konnten jedoch zeigen, dass eine Remission mit einer Reduktion der miRNA-Expression einhergeht.
Insgesamt bestdtigen unsere Studienergebnisse das Potential von zirkulierenden miRNAs als

diagnostisches Instrument in CED-Patienten.

4.5. miRNA-Expression im Stuhl bei CED-Patienten

Die groBten Bestrebungen, miRNAs als Biomarker und insbesondere fiir CED, einzusetzen, wurden
bisher fiir den Einsatz von zirkulierenden miRNAs gemacht. Die fdkale miRNA-Expression konnte
jedoch ein noch préiziseres Instrument fiir die Evaluierung der Erkrankungsaktivitit und die
Mukosaheilung sein, da Stuhl als Probenart viele Vorteile bietet. Im Stuhl sind die miRNAs, welche

thren Ursprung in intestinalen Epithelzellen haben, direkt am entziindeten Gewebe lokalisiert [41,94].
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Die Moglichkeit des Nachweises von miRNAs im Stuhl stand im Fokus einiger vorangegangener
Studien zum Thema KRK [91], Pankreaskarzinom [90] und zu John Cunningham Virusmodellen [126],
wozu kiirzlich auch erst ein Review veroffentlicht wurde [41].
In unserer Auswertung der CED-Stuhlproben waren miR-16, miR-155 und miR-223 von CD- und UC-
Proben jeweils signifikant hoher exprimiert als in der jeweiligen Kontrollgruppe. Im Vergleich der
gesamten CED-Kohorte mit der Kontrollgruppe zeigten sogar alle vier untersuchten miRNAs eine
signifikant hohere Expression in den CED-Stuhlproben. MiR-223, besser noch als miR-16 und miR-
155, schien fiir die Unterscheidung von aktiv Erkrankten und Kontrollen geeignet, da sie die hochste
miRNA-Konzentration und die stirksten Expressionsunterschiede aufwies. Fékale miR-16 und miR-
223 eigneten sich zudem fiir die Unterscheidung aktiv erkrankter CED-Patienten von Patienten in
Remission. Die Erkrankungsaktivitit hat demnach einen bedeutenden Einfluss auf die miRNA-
Expression in Stuhlproben. Der insgesamt beste von uns untersuchte fikale Marker, um Patienten mit
CD und besonders auch mit UC, im akuten Erkrankungsschub von Patienten in Remission und von
Kontrollen zu unterscheiden, war somit miR-223, gefolgt von miR-16.
Zu fikalen miRNAs gab es in Bezug auf CED bisher erst eine Veroffentlichung, jedoch primir mit
Fokus auf das KRK. Ahmed et al. konnten 2009 in ihrer Studie iiber die miRNA-Expression im
Gewebe und im Stuhl von Patienten mit KRK und aktiver CED zeigen, dass unter anderem miR-16 und
miR-21 im Stuhl von UC-Patienten, nicht jedoch von CD-Patienten, hoher als in Kontrollproben
exprimiert waren. Da der primére Fokus der Arbeit auf dem KRK gelegen hat und insgesamt deutliche
Unterschiede im Studiendesign bestanden, ist ein Vergleich zu unserer Studie nur eingeschrinkt
moglich. Methodisch unterscheiden sich die Studien insbesondere auch in der Normalisierung. Ahmed
et al. verwendeten 18S rRNA als interne Kontrolle, welche Verzerrungen, wie z.B. einer Degradierung,
unterliegen konnte [89]. In unserer Studie wurde eine Volumen-basierte Normalisierung, aus Griinden,
auf die in Abschnitt 4.8.1 eingegangen wird, durchgefiihrt. Unsere Resultate deuten darauf hin, dass

bestimmte miRNAs im Stuhl vielversprechendes Potential fiir nicht-invasive CED-Diagnostik besitzen.

4.6. Korrelation von miRNAs in verschiedenen Probenarten und mit

laborchemischen Parametern

Fiir die Evaluierung der Erkrankungsaktivitdt in CED-Patienten finden der CRP- und FC-Wert haufig
Anwendung. Trotz des signifikanten Zusammenhangs mit der Erkrankungsaktivitit, korrelierten
lediglich die fakale miR-16 und miR-223, nicht jedoch zirkulierende miRNAs, mit Surrogatparametern
wie dem FC- und dem CRP-Wert. Eine Erkldrung dafiir konnten die in Stuhlproben signifikanteren
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Expressionsunterschiede im Hinblick auf die Erkrankungsaktivitit als in Serumproben sein. Aulerdem
lagen fiir die Subgruppenanalysen der vier untersuchten miRNAs fiir die fikale miR-16 und miR-223
die hochsten Expressionsunterschiede vor. Ebenso wie der FC-Wert gehen die fikalen miRNAs mit
dem Ausmal} der Entziindungsaktivitit einher. Im Gegensatz dazu korrelieren die systemischen
miRNAs aus dem Blut nicht mit der Mukosaheilung. Der CRP-Wert als serologischer Marker ist
ebenso unspezifisch, da er zwar eine Entziindung im Korper identifizieren kann, nicht aber den Ort des
Geschehens [29]. Iborra et al. vermuteten eine Korrelation zwischen der miRNA-Expression im
Gewebe und der Expression zirkulierender miRNAs aufgrund eines Einflusses der Entziindung in CED
iiber die Mukosa hinaus, was daraufhin zu einer systemischen Reaktion fithren konnte [76]. Mit unserer
Studie konnten wir jedoch darlegen, dass Serumproben im Gegensatz zu Stuhlproben nicht mit CRP als
serologischer Parameter und FC als fiakaler Marker der Mukosaheilung korrelieren. Ebenso lag keine
Korrelation zwischen der Expression der jeweiligen miRNA im Serum und im Stuhl vor. Auch Zahm et
al. untersuchten in einem Profiling die miRNA-Expression in rektalen Mukosa-Biopsien verglichen mit
Serumproben von péadiatrischen CED-Patienten. In Korrelation zu unseren Resultaten im Serum
konnten sie eine erhdhte miR-21-Expression sowohl im Gewebe als auch im Serum von CED-Patienten
im Vergleich zu Kontrollen nachweisen. Die miRNA-Konzentrationen in Gewebeproben aus dem
Rektum und im Serum korrelierten jedoch nicht miteinander [124]. Die Hypothese der Beeinflussung
von fdkaler miRNA durch eine Entziindung im Darm wird in Zusammenschau unserer
Studienergebnisse mit fritheren Studien zu miRNAs in CED-Gewebeproben gestiitzt. Entziindliche
Verdnderungen des Darms induzieren vermutlich frithzeitiger und intensiver die miRNA-
Verdanderungen im Stuhl als systemisch im Serum. Im Kontext gastrointestinaler Erkrankungen
erscheint es daher sinnvoll, die miRNA-Expression auch im Stuhl zu untersuchen, wobei ein fiakaler
Biomarker ebenso wie ein Serummarker leicht zu gewinnen, giinstig und nicht-invasiv wiére.
Die Korrelation der fikalen miRNA-Expression mit FC und CRP unterstreicht die potentielle
Uberlegenheit von miRNAs im Stuhl im Vergleich zu miRNAs im Serum fiir den Einsatz als
Biomarker. Im Rahmen der Auswertung entstand die Vermutung, dass eine Kombination aus fikalen
miRNAs, CRP- und FC-Werten moglicherweise zu einer hoheren Treffsicherheit in der Diagnostik

fihren konnte.

4.7.  Maogliche Ursachen fiir differentielle miRNA-Expressionen

Vorangegangene Studien stiitzen die Vermutung, dass das miRNA-Expressionsmuster in der Mukosa

einerseits abhéngig von der Lokalisation ist, wo die Biopsie entnommen wurde, und andererseits CD
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und UC aufgrund der unterschiedlichen Pathophysiologie verschiedene miRNA-Expressionsmuster
aufweisen [127,128]. Wu et al. demonstrierten, dass Gewebeproben aus dem Ileum eine
Uberexpressionen von miR-16, miR-21, miR-223 und miR-594, die in Proben aus dem Kolon nicht
nachweisbar waren, ergaben. MiR-16 und miR-21 zeigten eine iiberlappende Uberexpression von
ilealen CD- und UC-Proben [82]. Unterschiede in der miRNA-Expression suggerieren zudem, dass
manche miRNAs spezifisch fiir chronisch dysregulierte Immunantworten und andere eher nur
allgemeiner Ausdruck einer akuten Entziindung sind [5,125]. Fasseu et al. beschrieben, dass
dysregulierte miRNAs, welche bereits in inaktiver Mukosa von CED-Patienten in Remission
praexistieren, fiir den Ausbruch und Riickfall der Entziindung eine entscheidende Rolle spielen und an
der Anfilligkeit fiir CED beteiligt sein konnten. Sie verdeutlichten, dass sich die miRNA-Expression
erkrankungs- und aktivitétsspezifisch verdndern kann. Beispielsweise war die Expression von miR-223
in ihrer Studie bei UC-Patienten mit entziindeter Mukosa und bei CD-Patienten mit nicht entziindeter
Mukosa im Vergleich zu gesunden Kontrollbiopsien signifikant iiberexprimiert. Laut dieser Studie zeigt
miR-223  daher in UC und CD, je nach Erkrankungsaktivitit, unterschiedliche
Expressionsverdnderungen [83]. MiR-21 und miR-155 waren in der Studie von Fasseu et al. sowohl bei
entziindeter als auch nicht entzlindeter Mukosa von CD-Patienten signifikant tiberexprimiert. Das heif3t,
in dieser Studie konnten die miRNA-Verdnderungen fiir miR-21 und miR-155 in Gewebeproben von
CD-Patienten nicht mit der Erkrankungsaktivitit, sondern vorrangig mit der Art der Erkrankung
assoziiert sein [83]. Wie auch Fasseu et al., welche eine Uberexpression von miR-26a und miR-29a in
entziindeter und nicht entziindeter Mukosa in Gewebeproben von CD- und UC-Patienten
identifizierten, beobachteten Wu et al. ebenfalls eine Uberexpression dieser zwei miRNAs in UC-
Proben mit und ohne entziindeter Mukosa [81].

Unsere Ergebnisse der Blut- und Serumbeimengungen zum Stuhl unterstreichen die Annahme, dass die
miRNA-Verdnderungen mit einer gestorten Barriere, bedingt durch Inflammation und Mikroblutungen,
assoziiert sein konnten. Da sowohl in CD als auch UC entziindliche Verdnderungen vorliegen, ist es
nicht erstaunlich, dass wir in unserer Auswertung eine starke Expressionszunahme in beiden
Erkrankungen beobachten konnten. Basierend auf unseren Ergebnissen bezweifeln wir, dass eine der
von uns untersuchten miRNAs zur Unterscheidung von CD und UC in Serum oder Stuhl hilfreich sein

konnte. Fiir diesen Zweck sind weitere Studien mit Durchfiihrung eines Profilings notwendig.

4.8. Methodologische Einflussfaktoren auf die miRNA-Expressionsanalyse

Fir die Untersuchung der miRNA-Expression in Stuhlproben liegen noch keine standardisierten
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Methoden vor. Daher haben wir uns kritisch mit diesem Thema auseinandergesetzt und verschiedene
methodologische Einflussfaktoren untersucht. Im folgenden Abschnitt werden Auswirkungen von
verschiedenen Stuhlmengen, Blut- und Serumbeimengungen zum Stuhl und der Lagerungstemperatur

der Stuhlproben auf die miRNA-Expression diskutiert und erlautert.

4.8.1. Normalisierung der Stuhlproben

In fritheren Studien wurden unterschiedliche Referenz-miRNAs zur Normalisierung verwendet. Es gibt
bisher jedoch keinen Goldstandard. Unsere Gruppe hat im Voraus aber zeigen konnen, dass endogene
miR-16 eine relativ stabile Expression im Stuhl zeigt [91]. Sie wurde auBlerdem bereits in zahlreichen
Studien zu zirkulierenden miRNAs und miRNAs im Gewebe als Referenz-miRNA verwendet und galt
bisher als etablierte interne Kontrolle [96,121,129]. Interessanterweise erhoht sich die Expression von
miR-16 deutlich in himolytischen Proben [123]. Zudem wurde sie als eine der hdufigsten miRNAs im
Plasma vorgefunden [113]. Dies ist von kritischer Bedeutung fiir ihren Einsatz zur Normalisierung in
Studien zu zirkulierenden miRNAs. Bislang ist man jedoch von einer relativ stabilen miR-16-
Expression im Stuhl ausgegangen und hat diese miRNA auch im Stuhl zur Normalisierung verwendet
[91]. Aufgrund dieser Annahme haben auch wir diese miRNA in unsere Messungen eingeschlossen und
urspriinglich zur Normalisierung der Stuhlproben ausgewihlt. Uberraschenderweise fiel jedoch in der
Analyse der fikalen miR-16 eine deutliche Uberexpression der CED-Proben im Vergleich zu den
Kontrollen auf. Daher war eine Verwendung von miR-16 als Referenz-miRNA nicht mdglich bzw.
sinnvoll. Wir verwarfen auch die Uberlegung, eine bakterielle RNA zur Normalisierung zu verwenden,
da sich daraus, aufgrund der verdnderten mikrobiellen Flora in CED-Patienten, weitere Verzerrungen
ergeben konnten. Aus diesem Grund wurde in dieser Studie mit Rohwerten gearbeitet. Um
Unterschiede zu minimieren, wurden anndhernd dhnliche Stuhlvolumina verwendet. Aus unserer Sicht
wird die Normalisierung moglicherweise eine Herausforderung darstellen und bedarf einer

systematischen Analyse.

4.8.2. Herkunft der miRNAs im Stuhl

Die fakale miRNA-Expression kann im Vergleich zur Expression zirkulierender miRNA aufgrund der
lokalen Verdnderungen, wie beispielsweise der Abschilferung von Zellen, der Produktion von
Exosomen und Verdnderungen an der Mukosabarriere, ein akkurateres Werkzeug fiir die Evaluierung

der Erkrankungsaktivitdt oder der Mukosaheilung in gastrointestinalen Erkrankungen sein [41,94].
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Insgesamt lésst sich feststellen, dass sich Stuhlproben wesentlich besser als Serumproben in der CED-
Diagnostik eignen, da in unserer Auswertung die fikalen miRNAs von CED-Patienten einen deutlich
stairkeren Expressionsunterschied im Vergleich zu Kontrollproben als die Serumproben aufwiesen.
Ebenso war die Anderung in der Expression in Stuhlproben von Patienten mit aktiver Erkrankung im
Vergleich zu solchen in Remission und im Vergleich zur Kontrolle wesentlich deutlicher ausgeprigt als
in Serumproben. Fiir diese Ergebnisse ziehen wir folgende Erkldrungsansétze in Betracht: Der Stuhl hat
im Darm direkt Kontakt zur Mukosa. Dort finden Abschilferungen aus Darmepithelzellen der Mukosa
statt, welche neben Proteinen auch miRNAs enthalten, die mit dem Stuhl ausgeschieden werden. Daher
erscheinen fdkale miRNAs in gastrointestinalen Erkrankungen die geeigneteren Marker der
Erkrankungsaktivitdt und der Mukosaheilung zu sein als zirkulierende miRNAs. In vorangegangenen
Studien wurden miRNA-Expressionsverdnderungen im Gewebe aus Darmbiopsien von CED-Patienten
festgestellt [81-83]. Aufgrund des Vorhandenseins abgeschilferter Darmepithelzellen im Stuhl [94]
miissten sich differentielle miRNA-Expressionsprofile, welche in fritheren Studien im Gewebe aus
Darmbiopsien von CED-Patienten nachgewiesen wurden, in Stuhlproben widerspiegeln. Die miRNA-
Expression im Stuhl miisste der Expression aus Gewebeproben daher dhnlicher sein, als die Expression
im Blut. Liu et al. erbrachten hierzu kiirzlich einen Nachweis. Mithilfe eines zell-spezifischen Verlustes
des Enzyms Dicer, welches einen essentiellen Bestandteil in der miRNA-Biogenese darstellt, fanden
sie heraus, woher fdkale miRNAs stammen. Diese wurden zum {iberwiegenden Teil in
Darmepithelzellen, Paneth-Kornerzellen und Becherzellen nachgewiesen. Sie beschrieben weiterhin,
dass miRNAs in Bakterien eindringen kdnnen, deren Genexpression und Wachstum regulieren konnen
und als natiirliche Stuhlbestandteile essentiell fiir die Erhaltung der normalen Darmflora sind.
Beispielsweise konnten sie zeigen, dass ein Mangel an miRNAs, welche von Epithelzellen ausgehen,
zu einer vielfdltigeren Darmflora und einer verdnderten Integritit der Darmbarriere fiihrt. In den Dicer-
Knockout-Méusen wurde eine Exazerbation der Kolitis im Vergleich zu den Wildtyp-Méiusen
beobachtet. Dies unterstreicht die Bedeutung der physiologischen Rolle von miRNAs in der Prigung
der Darmflora [94].

4.8.3. miRNA-Expression in verschiedenen Stuhlmengen

Bislang gibt es kein etabliertes Normalisierungsverfahren fiir Stuhlproben. Daher untersuchten wir, ob
verschiedene Stuhlvolumina einen Einfluss auf die miRNA-Extraktion haben. In fritheren Studien
wurden beispielsweise endogene miRNAs mit stabiler Expression [91] oder synthetische spiked-in

miRNAs als Referenz-miRNAs [122] zur Normalisierung verwendet.
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Bei unserer Untersuchung der Stuhl-Extraktionsmenge konnten wir fiir miR-16 und miR-21 zeigen,
dass eine lineare Korrelation besteht; je hoher das Stuhlvolumen, desto hoher lag auch die miRNA-
Expression. Daraus ldsst sich schlieBen, dass das Stuhlvolumen einen Einfluss auf die miRNA-
Detektion und -Quantifizierung hat. Aus unserer Sicht ist das ein gutes Ergebnis, denn es
bestétigt, dass in mehr Stuhlvolumen auch mehr miRNAs vorliegen und man somit relativ gut
quantifizieren kann. Interessanterweise konnten wir nach einer Normalisierung auf miR-16, wie es fiir
Gesunde als Referenz-miRNA verwendet wird bzw. wurde [91], keinen Expressionsunterschied
zwischen den verschiedenen Stuhlvolumina mehr feststellen. Dieses Ergebnis unterstreicht die gute
Eignung von Stuhlvolumen bzw. miR-16 in Gesunden zur Normalisierung im Stuhl. Vergleichbare
Studien zur Untersuchung der Stuhlextraktionsmenge wiren von besonderer Relevanz fiir die
Anwendung von fakalen miRNAs als Biomarker in der klinischen Praxis. Zukiinftige Studien sind
notwendig, um das optimale Extraktionsvolumen zu finden.
Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde fiir unsere Untersuchung der miRNAs im Stuhl von CED-
Patienten eine Volumen-basierte Normalisierung mit anndhernd gleichen Extraktionsvolumina
angewandt. Fiir die Analyse der methodologischen Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression haben

wir cel-miR-39 hinzugefiigt und dhnliche Ergebnisse wie bei der Rohwertanalyse erhalten.

4.8.4. miRNA-Expression in Stuhl, Blut und Serum

Eine aktive Darmentziindung bei Patienten mit CED ist neben einer inflammatorischen Zellinfiltration
auch mit Mikroblutungen assoziiert. Aus diesem Grund stellten wir die Hypothese auf, dass Blut einen
moglichen Einfluss auf die miRNA-Expression haben konnte. Um das zu untersuchen, fiihrten wir
einen simplen, jedoch sehr anschaulichen Test durch. Dafiir wurden Stuhl- und Blutproben in
unterschiedlichen Konzentrationen vermischt. Wir bemerkten in unserer Analyse, dass miR-21, und
ganz besonders miR-16, im Vollblut eine enorm hdhere miRNA-Expression im Vergleich zu reinem
Stuhl aufwies. Blutbeimengungen im Stuhl haben daher nachweislich einen sehr entscheidenden
Einfluss auf die miRNA-Expression im Stuhl. Auch wenn es fiir Signifikanzen nicht immer ausgereicht
hat, zeigen die Ergebnisse starke Expressionsunterschiede zwischen Stuhl und EDTA-Blut in den
verschiedenen Mischungsverhéltnissen. Ursédchlich fiir die ausbleibenden Signifikanzen kdénnen das
nicht-parametrische Testverfahren und die geringe Probenanzahl sein. Betrachtet man die einzelnen
miRNAs, so lag die Expression von miR-16 im Serum etwas hoher als im Stuhl und von miR-21 im
Serum etwas niedriger als im Stuhl. Dies ist erkldrt durch die hohe Expression von miR-16 in

Erythrozyten [98] und dem reichlichen Vorkommen von miR-21 in Mukosazellen [81,82,124], was das
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vermehrte Vorkommen im Stuhl erklirt. Insgesamt waren die Expressionen im Serum und Stuhl aber
sehr viel geringer als im EDTA-Blut. Neben dem starken Expressionsunterschied von Blut und Stuhl
liegt demnach ebenso ein deutlicher Unterschied zwischen der Expression im Vollblut und Serum vor.
Zusammenfassend belegt dieses Experiment, dass die miRNA-Verdnderungen im Stuhl zumindest

partiell auf die Integritit der Mukosa und den Kontakt mit Blut zuriickzufiihren sind.

4.8.5. miRNA-Stabilitit im Stuhl

Trotz erster Berichte gibt es noch wenige systematische Daten iiber die miRNA-Stabilitdt im Stuhl.
Unsere Gruppe konnte kiirzlich eine relativ stabile miRNA-Expression in der Langzeitlagerung von
Stuhlproben nachweisen [90]. Auch Kalimutho et al. und Wu et al. untersuchten die miRNA-Stabilitét
in Stuhlproben in ihren Studien zum KRK und erlangten vielversprechende Daten [92,93]. In unserem
Temperaturstabilitdtstest der Stuhlproben wurde fiir die Rohdatenauswertung der miR-21 ein
signifikanter Expressionsunterschied zwischen einer Stuhlprobenlagerung auf -80°C im Vergleich zu
4°C nachgewiesen. Diese Signifikanz war in der Auswertung der normalisierten miRNA aufgrund von
Abweichungen nicht mehr nachweisbar. Fiir miR-16 lag ein Unterschied in der Expression sowohl
zwischen -80°C und 20°C als auch zwischen -80°C und 4°C in der Rohdatenauswertung vor. In der
Literatur wird teilweise eine komplette Robustheit, zumindest von zirkulierenden miRNAs, gegeniiber
verschiedensten Temperaturen beschrieben [129]. Fiir unsere untersuchten Stuhlproben schien
zumindest eine Lagerung bei -30°C im Vergleich zu -80°C zu keiner nennenswerten Degradierung der
miRNA in der Probe zu fiihren. Das Einfrieren der Proben (bei -30°C/ -80°C) im Vergleich zur
Kiihlung (4°C) erscheint jedoch bedeutend (vgl. Abb. 18). Analog zu unseren Ergebnissen im Stuhl ist
auch fiir zirkulierende miRNAs bekannt, dass sie zwar deutlich stabiler als RNAs sind, ein Einfrieren
der Proben im Vergleich zur einfachen Kiihlung (4°C) aber trotzdem empfohlen wird, um
Degradierungserscheinungen zu limitieren [121,130]. Einen beeinflussenden Faktor auf die Stabilitét
stellt sicherlich die Probenverarbeitung dar. Es ist zu beachten, dass die Stuhlproben vor der Lagerung
fiir die technische Vergleichbarkeit in Wasser homogenisiert wurden. Somit lagen die Proben nicht
mehr im Originalzustand vor, was beispielsweise eine Aktivierung der RNase fordern konnte.
Insgesamt unterstreichen unsere Resultate die auBerordentliche Stabilitit von miRNAs im Stuhl
gegeniiber endogener RNase-Aktivitéit, wie sie beispielsweise auch im Plasma nachgewiesen wurde

[72,117].
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4.9. Limitationen der Arbeit

Bei dieser Studie handelt es sich um eine Machbarkeitsstudie, welche das Konzept der miRNA-
Expression im Serum und Stuhl als potentielle Biomarker fiir CED untersucht. Dabei ist zu beachten,
dass wir kein miRNA-Profiling durchfiihrten, sondern lediglich die Expression vier ausgewéhlter
miRNAs untersuchten. Es ist davon auszugehen, dass durchaus auch andere miRNAs im Stuhl und
Serum von CED-Patienten verdndert sein konnen. Der Vorteil unserer Methode ist allerdings, dass wir
die untersuchten miRNAs aufgrund von Erfahrungen aus anderen Studien, gezielt fiir unsere Studie
auswahlten und somit potentielle Verzerrungen durch ein ungezieltes Screening einer groflen Anzahl
von miRNAs reduzierten.

Fiir die Interpretation der Ergebnisse ist aulerdem zu beachten, dass sich die Studien methodisch
unterscheiden. Die Normalisierung stellt einen bedeutenden Aspekt fiir die Interpretation und
Vergleichbarkeit der Ergebnisse dar. Aufgrund der erheblichen Expressionsunterschiede von miR-16
und ihrer starken Expression im Blut bzw. in Erythrozyten [98] konnte diese miRNA fiir unsere Studie
nicht zur Normalisierung der Stuhlproben eingesetzt werden. Dies ist eine neue Erkenntnis und zum
jetzigen Zeitpunkt steht keine weitere geeignete Normalisierung zur Verfiigung. Um diese Limitation
zu umgehen, nutzten wir eine Volumen-basierte Normalisierung. Fiir eine optimale Quantifizierung und
Vergleichbarkeit der Daten wird eine weitere systematische Suche nach einem potentiellen Referenzgen
zur Normalisierung notwendig sein. Aus den Erkenntnissen der Daten von CED-Patienten im Serum
wurde cel-miR-39 versuchsweise in der Analyse der Einflussfaktoren auf die miRNA-Expression im
Stuhl als Referenz-miRNA verwendet, um technische Abweichungen auszugleichen. In
Zusammenschau der Ergebnisse schien die Normalisierung hiermit eine mogliche Methode der Wahl
darzustellen. Eine denkbare Limitierung besteht jedoch hinsichtlich Stuhlkonzentrationen bei Diarrhoe.
Wir verwendeten fiir unsere Studie zum Teil prospektiv gesammelte, zum Teil bereits bestehende
Patientenproben und -daten. Aufgrund des retrospektiven Studiendesigns waren nicht alle Labordaten
fiir die Korrelation verfiigbar. Weiterhin war nur eine begrenzte Menge an Proben verfligbar, denen es
partiell an Information zum mukosalen bzw. histologischen Status fehlte, um die Erkrankungsaktivitét
zu beurteilen. In Zukunft werden weitere prospektive Studien notwendig sein, um o.g. Limitationen zu

umgehen und offene Fragen zu beantworten.

4.10. Ausblick

Wir haben nachgewiesen, dass miRNAs im Stuhl, vermutlich durch den direkten Einfluss der Mukosa

und deren entziindliche Prozesse, mehr Expressionsunterschied im Vergleich zu Kontrollen zeigen als
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im Serum und sich potentiell als nicht-invasive diagnostische Biomarker in CED eignen konnten. Im
nichsten Schritt sind Studien mit groeren Studienpopulationen und einem Profiling der Proben zur
Beurteilung der miRNA-Expression im Stuhl bei CED-Patienten notwendig, um das diagnostische
Benefit in der Therapieiiberwachung zu evaluieren. Auflerdem sollten weitere Forschungsarbeiten die
Mechanismen der miRNA-Freisetzung, ihre Herkunft im Stuhl und potentielle Einflussfaktoren auf ihre
Expression noch intensiver untersuchen. Um neue Biomarker in der klinischen Praxis zu etablieren,
werden einheitliche Protokolle fiir die Probengewinnung, -lagerung und -verarbeitung sowie fiir die
Verwendung von Extraktionskits und fiir die Datennormalisierung bendtigt.
Da miRNAs in Krankheiten oft dysreguliert sind, stellen sie, abgesehen von ihrem mdglichen Einsatz
in der Diagnostik, auch ein potentielles Ziel in der Therapeutik dar. Dabei sind einige Strategien fiir die
Modulierung der miRNA-Aktivitit beschrieben. Es besteht beispielsweise die Option der
Wiederherstellung der miRNA-Funktion {iber eine synthetische miRNA (miRNA-mimics) oder iiber
virale Expressionskonstrukte. Zudem kann die Funktion der miRNAs {iber chemisch modifizierte
AntimiR-Oligonukleotide (AMO) inhibiert werden [131]. Da die miRNA-Expression zell- und
gewebespezifisch ist [132], wiirde bei einem potentiellen Einsatz in der Therapeutik das Risiko von
Nebeneffekten in nicht erkrankten Zellen bestehen. Dies erfordert die Erforschung von Strategien, die
miRNAs direkt an den Zielort zu applizieren und die optimal modifizierte Aktivitdt zu bestimmen
[131]. Ferner stellt die Methodik der Stuhltransplantation eine interessante Therapiestrategie dar. Im
Rahmen einer murinen Stuhltransplantation mit Stuhl von Wildtyp-Méusen in Dicer-knock-out Mause
fanden Liu et al. heraus, dass die Transplantation von fikaler miRNA bei der Wiederherstellung der
Darmflora und der Ausheilung einer Kolitis helfen konnte [94]. Aus klinischer Sicht wire fiir die
Beurteilung fdkaler miRNAs auflerdem eine simultane Studie zur Untersuchung des Gewebes mit
Berticksichtigung der Mukosaheilung sinnvoll, da diese das Therapieziel darstellt.
Da die Erkrankungsaktivitit in unserer Studie anhand von klinischen Scores und nicht basierend auf
Histologie, Endoskopie oder FC als Surrogatparameter fiir die Darmentziindung kalkuliert wurde,
fiihrten wir anschlieBend noch eine Validierung durch. Wir schlossen eine unabhédngige Kohorte mit
ein, in welcher FC und die Endoskopie genutzt wurden, um die Erkrankungsaktivitdt zu bestimmen.
Die Ergebnisse waren sehr gut reproduzierbar (siehe Publikation).
Wir konnten mit unserer Arbeit das vielversprechende Potential von miRNAs im Serum und im Stuhl
als nicht-invasive diagnostische Biomarker der Erkrankungsaktivitit in chronisch-entziindlichen

Darmerkrankungen bestdtigen und empfehlen in diesem Kontext ihre weitere Erforschung.
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5. Zusammenfassung

Die Einschitzung der Krankheitsaktivitit ist fiir ein angemessenes Therapiemanagement der CED von
grofler Bedeutung. Symptom-basierte Einteilungen der Erkrankungsaktivitdt sind fiir den Nachweis der
Mukosaheilung als priméres Therapieziel nicht ausreichend verlésslich, da sie nicht suffizient mit einer
endoskopischen und histologischen Abheilung korrelieren. Neue nicht-invasive molekulare Biomarker,
wie die funktionell aktiven und héufig im entziindlichen Gewebe dysregulierten miRNAs, konnten das
Therapiemanagement erheblich erleichtern. In dieser Studie wurde das Potential von ausgewéhlten
zirkulierenden und fiakalen miRNAs als diagnostische Biomarker fiir CED mittels quantitativer RT-
PCR evaluiert. Es wurden Serum- und Stuhlproben von Patienten mit diagnostizierter CED, im akuten
Schub der CD oder UC oder in Remission, gesammelt und mit einer Kontrollgruppe verglichen. Wir
konnten zeigen, dass die Serumproben von CED-Patienten eine erhdhte Expression von miR-16, miR-
21 und miR-223 im Vergleich zu Kontrollproben aufweisen. In Subgruppen-Analysen konnten wir eine
Korrelation zwischen Krankheitsaktivitdit und vorliegender Erkrankung feststellen. Die miRNA-
Expression war in Patienten mit CD und klinisch aktiver Erkrankung hoher als bei Patienten in
Remission. Insgesamt zeigten die Proben von Patienten mit CD die hochste miRNA-Expression fiir
drei miRNAs im Vergleich zu den Kontrollen und zu UC-Patienten. Noch eindrucksvoller konnten wir
die Veranderungen im Stuhl demonstrieren. So zeigten die miRNA-Verdnderungen im Stuhl von CED-
Patienten mit aktiver Entzlindung eine starke Zunahme der Expression aller untersuchten miRNAs und
zwar auch bei Patienten mit UC. Eine klinische Remission bei CED-Patienten war mit einer
Normalisierung der fikalen miRNA-Expression assoziiert. Trotz der Korrelation zwischen miRNA-
Expression und Erkrankungsaktivitit korrelierte lediglich fakale miRNA, nicht jedoch zirkulierende
miRNA, mit Surrogatparametern wie dem fékalen Calprotectin oder dem CRP-Wert. Weiterhin konnten
wir in systematischen Analysen von miRNA-Einflussfaktoren zeigen, dass fiakale miRNA eine gute
Korrelation zwischen der Stuhlmenge und Verdnderungen der miRNA-Expression belegen. In einem
einfachen, aber sehr anschaulichen Modell konnten wir belegen, dass eine Beimengung von Blut (wie
z.B. bei einer Kolitis) einen starken Einfluss auf die miRNA-Expression hat und die Stuhl-miRNA-
Verdnderungen zum Teil darauf zuriickzufiihren sind. Zusammenfassend konnten unsere Daten einen
Beitrag zur Biomarker-Forschung leisten, indem sie neue Evidenz fiir eine differentielle Expression
von miRNAs im Serum und im Stuhl von CED-Patienten erbringen. Diese Arbeit liefert wichtige und
neuartige Erkenntnisse tiber mdgliche Ursachen von miRNA-Verdnderungen im Stuhl und schafft eine

Basis zur weiteren Erforschung von miRNAs als diagnostisches Instrument in CED-Patienten.
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Anlage

Anl. 1: miRNA-Expressionsunterschiede (x-fache Anderung)

miRNA-Expressionsunterschiede (x-fache Anderung)

Serum miR-16 miR-21 miR-155 miR-223
Vergleich zur Kontrolle CED 2,9 2,7 1,5 3,8
CD 4,5 3,7 L5 5,8
ucC 0,8 1,6 1,3 1,5
CED Aktiv 3,1 3,1 1,5 5,4
CED Remission 2,4 3 1,4 1,9
CD Aktiv 5,6 4,5 1,9 8,5
CD Remission 3.4 29 0,9 3,2
UC Aktiv 0,7 0,7 0,6 1
UC Remission 0,5 2,5 2 2,2
Vergleich CD/UC 5,7 2.3 1,1 3,8
CED Aktiv/Remission 1,3 1 1,1 29
CD Aktiv/Remission 1,6 1,5 2,1 2,7
UC Aktiv/Remission 1,3 3,5 32 2.3
Stuhl miR-16 miR-21 miR-155 miR-223
Vergleich zur Kontrolle CED 3,5 2,7 2.4 6,5
CD 34 2,4 1,9 5,7
uc 6,9 5 2,5 10,2
CED Aktiv 5,5 4,6 2,8 17,1
CED Remission 1,8 1,2 1,7 2,8
CD Aktiv 4,1 2,8 2,8 13,1
CD Remission 1,6 1 1,5 3,7
UC Aktiv 18,1 7,3 3 67,6
UC Remission 2,6 1,6 2,5 1,7
Vergleich CD/UC 2,1 2,1 1,3 1,9
CED Aktiv/Remission 3 3,8 1,6 6,1
CD Aktiv/Remission 2,6 2,7 1,8 2,4
UC Aktiv/Remission 7 4.4 1,2 39,1
Einfluss-Analyse miR-16 miR-21
Vergleich 25pl/100pl Stuhl 6,6 11,2
Stuhl/EDTA-Blut 30573,6 106,9
Stuhl/Serum 6,7 8,8
-80°C/20°C 6,5
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