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1. Abkürzungen und Einheiten 

 
% (v/v) Volumenanteil 

% (w/w) Gewichtsanteil 

Abb.   Abbildung 

ag  Attogramm (10-18 Gramm) 

amol  Attomol (10-18 Mol) 

APP  Akutephaseprotein 

AU  Arbituary Units 

bp  Basenpaare 

cDNA  komplementäre DNA 

CED  Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

CHE  Cholinesterase 

CU  Colitis ulcerosa 

c-mpl  Gen für MPL 

DEPC  Diethylpyrocarbonat 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

DNase Desoxyribonuklease 

dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphat 

DTT  Dithiothreitol 

EDTA  Ethylendiamintetraacetat 

EPO  Erythropoetin 

fg   Femtogramm (10-15 Gramm) 

fmol  Femtomol (10-15 Mol) 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GGT  Gammaglutamyltransferase 

GTC  Guanidiniumthiocyanat 

h  Stunden 

IL  Interleukin 

kb  Kilobasenpaare 

kD  Kilodalton 

kU  103-fache Enzym-Aktivitätseinheit 

MC  Morbus Crohn 

min  Minuten 
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MOPS 3-Morpholinopropansulfonsäure 

MPL  TPO-Rezeptor 

mRNA  Boten-RNA 

NKC  Nicht klassifizierbare Kolitis 

PAA  Polyacrylamid 

PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung  

PCR  Polymerase-Kettenreaktion 

RNA  Ribonukleinsäure 

RNase Ribonuklease 

rNTP  Ribonukleosidtriphosphat 

RT  reverse Transkription 

SD  Standardabweichung 

SDS  Natriumdodecylsulfat 

s.  Sekunden 

Tab.  Tabelle 

TAE  Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

TBE  Tris-Borat-EDTA-Puffer 

TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer 

TNF  Tumornekrosefaktor 

TPO  Thrombopoetin 

Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

U  Enzym-Aktivitätseinheit 

v-mpl  Onkogen des murinen Myeloproliferative-Leukämie-Virus 
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2. Einleitung 

2.1 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

 

Seit der Antike werden nicht-infektiöse Durchfallerkrankungen beschrieben [1-3]. 

Genauere Untersuchungen existieren jedoch erst ab der zweiten Hälfte des 19. 

Jahrhunderts [4, 5]. Erste Beschreibungen chronisch entzündlicher Darmerkran-

kungen (CED) bei Kindern gibt es von 1923 (Colitis ulcerosa) [6] und 1969 (Mor-

bus Crohn) [7]. 

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen lassen sich differenzieren in M. Crohn 

(MC), Colitis ulcerosa (CU) und in eine nicht klassifizierbare Kolitis (NKC) [8-10]. 

Die kollagenöse Kolitis gehört zu den mikroskopischen Kolitiden. Morbus Crohn 

tritt mit zwei Erkrankungsgipfeln auf. Der erste mit den meisten Neuerkrankungen 

liegt zwischen dem 15. und 25., der zweite zwischen dem 50. und 75. Lebensjahr. 

Ungefähr 25 % der Neuerkrankungen von Morbus Crohn treten schon in den ers-

ten 20 Lebensjahren auf [11], bei der Colitis ulcerosa sind es sogar 15-40 %. Zu 

den Symptomen der CED im Kindesalter gehören Durchfälle, Bauchschmerzen, 

Erbrechen, rektaler Blut- und Schleimabgang, erhöhte Temperaturen oder Ge-

wichtsverlust. In schweren Fällen kommt es zu Wachstumsretardierungen. Wei-

terhin finden sich extraintestinale Manifestationen wie Arthritiden, Iridozyklitiden 

oder ein Pyoderma gangränosum. Die primär sklerosierende Cholangitis (PSC) ist 

gehäuft bei der Colitis ulcerosa anzutreffen. Bei pädiatrischen MC-Patienten ist in 

über 80 % der Fälle das terminale Ileum betroffen [12]. MC wird deshalb auch als 

Ileitis terminalis bezeichnet. Die entzündlichen Veränderungen können diskontinu-

ierlich von oral bis anal auftreten. Rezidivierende Diarrhöen ohne Blut- oder 

Schleimabgang sprechen eher für einen MC. Die Diarrhöen sind häufig von Übel-

keit und Erbrechen begleitet. Bauchschmerzen sind vornehmlich im rechten Un-

terbauch lokalisiert. Hier können auch vermehrt Resistenzen tastbar sein. Die CU 

beginnt immer rektal und schreitet kontinuierlich nach oral voran. Es ist mit Aus-

nahme der „Backwash-Ileitis“ nur das Kolon betroffen. Makroskopisch sind für den 

Morbus Crohn Aphthen, fissurale Ulzerationen, Pflastersteinrelief, Strikturen und 

Fisteln charakteristisch. Histologisch präsentiert sich der Morbus Crohn als eine 

unspezifische, segmentär angeordnete, granulomatöse Entzündung der gesamten 

Darmwand [13-15]. Im Gegensatz zu MC sprechen ein hochrotes Kolon mit einer 
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fehlenden Haustrierung, ein Befall ausschließlich der Mukosa, Kryptenabszesse 

und ein Becherzellverlust für eine CU. 

Die nicht klassifizierbare Kolitis zeichnet sich durch Merkmale beider Erkrankun-

gen aus [8-10]. Teilweise lässt sie sich im Verlauf der Erkrankung der einen oder 

anderen Diagnose zuordnen. 

Die kollagenöse Kolitis ist eine seltene Erkrankung, die v. a. Frauen im mittleren 

Lebensalter betrifft. Sie ist durch verdickte subepitheliale Kollagenbänder charak-

terisiert [16]. 

Die Differentialdiagnose wird anhand klinischer Befunde, von Laborparametern 

und durch die Gastro- bzw. Koloskopie gestellt [17, 18]. Skip lesions bei MC kön-

nen weiterhin durch Röntgenaufnahmen in „Seldinger-Technik“ nachgewiesen 

werden.  

Die Ätiologie der CED ist letztendlich noch nicht geklärt. Es gibt jedoch verschie-

dene Theorien, die immunologische oder autoimmunologische Komponenten aber 

auch Schleimhautschädigungen durch Bakterien oder Viren als Ursache anneh-

men. Auch die Beteiligung einer psychogenen Komponente wird kontrovers disku-

tiert [19-25]. 

Die medikamentöse Therapie erfolgt durch Steroide, Immunsuppressiva, Immun-

modulatoren und Antibiotika. In letzter Zeit gewinnt besonders bei sehr schweren 

Verlaufsformen die Behandlung mit einem TNFα-Rezeptorantagonisten an Bedeu-

tung [26, 27].  

Während bei schwersten Verlaufsformen der Colitis ulcerosa die Kolektomie eine 

kurative Therapieoption darstellt, wird die Indikation zu operativen Eingriffen beim 

Morbus Crohn nur äußerst zurückhaltend gestellt.  

Bezüglich der Laborwerte ist die Thrombozytenzahl von Relevanz. Während die 

Thrombozytenzahl bei Gesunden zwischen 150 und 400 /nl liegt, zeichnet sich die 

CED, ganz besonders aber der MC, durch eine Erhöhung aus. Es ist bekannt, 

dass Patienten mit MC ein erhöhtes Risiko für Thrombembolien besitzen [28, 29]. 

Multifokale mikrovaskuläre Infarzierungen werden sogar als möglicher Pathome-

chanismus diskutiert [30-32].  
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2.2 Thrombopoetin als Mediator der Thrombopoese 

 

Der wichtigste Faktor für die Bildung und Ausreifung der Blutplättchen ist Throm-

bopoetin (TPO). TPO ist ein Glykoprotein, dessen Gen auf dem langen Arm von 

Chromosom 3 lokalisiert ist. Das Gen besteht aus 6 Exons und 5 Introns und ko-

diert ein Protein von 353 Aminosäuren [33-35]. TPO ähnelt in seiner Struktur sehr 

dem Erythropoetin, unterscheidet sich jedoch am C-terminalen Ende. Hier befindet 

sich  die  thrombozytenspezifische Wirkung von TPO.  

1961 wurde die Existenz eines Thrombozytose-induzierenden-Hormons im Plas-

ma thrombozytopenischer Mäuse beschrieben [36]. Es wurde Thrombopoetin ge-

nannt, konnte jedoch über Jahre hinaus nicht isoliert werden. 1992 wurde das Gen 

für den TPO-Rezeptor c-Mpl kloniert [37] und dessen Expression auf CD34+-

Zellen, Megakaryozyten und Thrombozyten nachgewiesen [38]. Das Gen für den 

c-Mpl-Liganden Thrombopoetin wurde dann 1994 fast gleichzeitig von fünf unter-

schiedlichen Gruppen kloniert [39-43]. Seitdem sind zahlreiche Studien zur Phy-

siologie und Pathophysiologie von TPO durchgeführt worden.  

In verschiedenen Studien wurde versucht, TPO therapeutisch einzusetzen. TPO 

erhöhte die Thrombozytenzahl in einigen, aber nicht in allen thrombozytopeni-

schen Zuständen. Gerade im Rahmen myelosuppressiver Therapien war der klini-

sche Nutzen eingeschränkt, da nach TPO-Applikation zwar die Thrombozytenzahl 

anstieg, die Schwere und die Länge der Thrombozytopenie jedoch nicht signifikant 

verändert wurden [44]. 

Bei Gesunden besteht eine reziproke Korrelation zwischen Thrombozytenzahl und 

TPO-Konzentration im Blut [45]. Einige Autoren gingen bislang davon aus, dass 

stets eine konstante TPO-Menge von der Leber gebildet und sezerniert wird, wel-

che dann von Oberflächenrezeptoren auf Thrombozyten und Megakaryozyten ge-

bunden wird. Nach Rezeptoraktivierung wird TPO internalisiert und abgebaut. Dies 

bedeutet, dass der TPO-Spiegel im Blut umso niedriger ist, je mehr Zellen, bzw. 

bindungsfähige Rezeptoren vorhanden sind, die zum Abbau beitragen [46], um die 

inverse Korrelation zwischen Thrombozytenzahl und TPO-Konzentration zu ge-

währleisten.  

In einer 1999 von Cerutti et al. veröffentlichten Arbeit wurden Entzündungspara-

meter bei Patienten nach Hüftgelenksersatz untersucht. Im postoperativen Verlauf 

fand sich eine reaktive Thrombozytose, der ein Anstieg der TPO-Konzentration 
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und verschiedener Akutephaseproteine (APP) vorausging [47]. APP sind vorwie-

gend in der Leber gebildete Plasmaproteine, deren Serumkonzentration bei aku-

ten entzündlichen Prozessen ansteigt. Physiologisch wird ein Teil des Anstiegs 

durch IL-6 vermittelt. Es wurde ebenfalls nachgewiesen, dass in-vitro die TPO-

Produktion durch Gabe von Il-6 und anderen Faktoren stimuliert werden kann [48, 

49]. Diese Daten legen nahe, TPO nicht nur als Regulator der Thrombopoese 

sondern darüber hinaus auch als APP zu sehen.   

Die Ursache der erhöhten TPO-Konzentration bei Entzündungsreaktionen ist bis-

lang ungeklärt. In der Leber als dem Hauptsyntheseort für TPO werden rund 95 % 

gebildet [50]. Weiterhin ist eine geringe TPO-Produktion auch in anderen Organen 

wie Niere oder Knochenmark beschrieben worden [50]. Nachweise, ob die gestei-

gerte TPO-Synthese bei Entzündungsreaktionen extrahepatischen Ursprungs sein 

könnte, fehlen bislang. 

 

 

2.3 Thrombopoetin und Thrombozyten bei CED 

 

Wie bereits erwähnt finden sich bei CED erhöhte Thrombozytenzahlen. Wolber 

und Heits beschreiben 1999 erhöhte TPO-Spiegel bei Patienten mit CED [51, 52]. 

Einerseits besteht die Möglichkeit, dass die erhöhte Blutplättchenanzahl bei CED 

auf eine erhöhte TPO-Produktion der Leber, stimuliert durch bei MC ausgeschütte-

te Faktoren wie Il-6 oder im Sinne einer Akutephasereaktion zurückzuführen ist. 

Andererseits könnte TPO auch direkt im entzündlich veränderten Darm gebildet 

werden. Ein Hinweis darauf ist von einer japanischen Arbeitsgruppe gefunden 

worden, die eine TPO-Expression im Dickdarm von Ratten nachgewiesen hat [53]. 

Eine TPO-Expression im menschlichen Kolon ist allerdings noch nicht beschrieben 

worden. 

 

 

2.4 Problemstellung 

 

Die klinische Beobachtung zeigt bei Patienten mit CED erhöhte Thrombozytenwer-

te. Einige Autoren diskutieren multifokale mikrovaskuläre Infarzierungen bedingt 

durch Thrombembolien aufgrund der vorliegenden Thrombozytose sogar als mög-
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lichen Pathomechanismus für CED [30-32, 52]. TPO ist der wichtigste Regulator 

der Thrombopoese.  

Es ist daher von Interesse, wie sich der Serum-TPO-Spiegel und die Thrombozy-

tenzahl der CED-Patienten in Bezug auf die Krankheitsaktivität verhält.  

Um die angesprochene Hypothese zu unterstreichen, dass sich TPO im Sinne 

eines Akutephaseproteins verhält, wird in der vorliegenden Arbeit das Verhältnis 

von Serum-TPO zu bekannten Akutephaseproteinen untersucht. 

Da der Expressionsort der gesteigerten TPO-mRNA-Expression bislang nicht ge-

klärt ist, soll mit der vorliegenden Arbeit das Kolon als möglicher Expressionsort 

untersucht werden. 
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3. Material und Methoden 

 
3.1 Patientenkollektiv und Untersuchungsmaterial 

 

Es wurden insgesamt 179 Blutproben von 78 pädiatrischen Patienten (weiblich 

n=34, männlich n=44) untersucht. Von 25 dieser Patienten lagen 43 Kolonbiopsate 

vor. Das Patientenalter lag zum Zeitpunkt der Untersuchung zwischen 10 Monaten 

und 17 Jahren. Das Körpergewicht der Kinder lag zwischen 6,9 und 65,4 Kilo-

gramm. Die Blutproben wurden von 1998 bis 2000 im Rahmen der gastroentero-

logischen Sprechstunde der Arbeitsgruppe für Pädiatrische Gastroenterologie und 

Hepatologie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf oder bei der stationä-

ren Aufnahme eines Patienten zur Koloskopie entnommen.  

Bei mehrmaligen Vorstellungen einzelner Patienten wurde, damit die Ergebnisse 

durch die zumeist schwerer Erkrankten nicht verzerrt wurden, jeweils die erste 

Untersuchung in diesem Zeitraum für den Vergleich der Krankheiten herangezo-

gen. 

 

28 Patienten litten an Morbus Crohn, 16 an Colitis ulcerosa. In 17 Fällen lag eine 

unspezifischen Kolitis und einem Fall eine kollagenöse Kolitis vor. Als Kontroll-

gruppe dienten 13 Patienten, bei denen weder klinisch noch in der Koloskopie ein 

Anhalt für eine CED bestand. Zusätzlich untersucht wurden drei Patienten mit sys-

temischen Erkrankungen. 

Die Einwilligung der Eltern für die Untersuchung lag vor. 

 

Die Einschätzung der CED-Aktivität erfolgte bei Colitis ulcerosa nach dem CUAI 

(Colitis ulcerosa Activity Index) nach Rachmilewitz [54]. Bei Morbus Crohn wurde 

die Aktivität in Anlehnung an den PCDAI (Paediatric Crohn`s Disease Activity In-

dex) nach Harms [55] beurteilt. Die Linksverschiebung der Leukozyten (gemessen 

am Anteil der stabkernigen Granulozyten an der Gesamtgranulozytenzahl) floss in 

die Berechnung nicht mit ein, da sie in vielen Fällen nicht bestimmt worden war. 

Sofern die Stabkernigen bestimmt wurden, betrug ihr Anteil lediglich 0-1 % der 

Leukozyten. Durch den niedrigen Multiplikationsfaktor, mit dem die Zahl der stab-

kernigen Granulozyten in die Berechnung des PCDAI eingeht, kam es zu keinem 

Unterschied in der Beurteilung der Krankheitsaktivität der MC-Patienten.  
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3.1.1 Berechnung des PCDAI nach Harms  

 

Tabelle 1:  Berechnung des PCDAI nach Harms [55]. Klinische und Laborparameter werden durch 
einen Faktor unterschiedlich gewichtet und dann addiert. 

Berechnungsfaktor Parameter 

20,2 Appetit (1=gut, 2=mäßig, 3=schlecht)   

2,4 Anzahl der Stühle pro Woche 

0,8 BSG (mm/h) 

-0,3 Serum-Eisenkonzentration (µg/dl) 

4,1 α2 Globulin (% des Serum-Gesamtproteingehaltes) 

1,3 Stabkernige Granulozyten (% der Leukozyten) 

 
 

 

3.1.2 Krankheitsaktivitätsgruppen des PCDAI  

 

Tabelle 2:  Unterteilung der Krankheitsaktivität bei Morbus Crohn in eine geringe, mäßige und hohe 
Aktivität nach dem PCDAI [55]. 

Krankheitsaktivität PCDAI-Punkte 

Gering <150       

Mäßig 150-220         

Hoch >220 

 
Punktwerte unter 150 zeigen eine niedrige, Werte zwischen 150 und 220 eine 

mäßige und Werte über 220 eine hohe Krankheitsaktivität an. 
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3.1.3 Berechnung des CUAI nach Rachmilewitz  

 

Tabelle 3:  Klinische Faktoren, extraintestinale Manifestationen und Laborparameter, die in den 
CUAI mit eingehen [54]. 

Parameter Bewertungskriterien Bewertung 
Stuhlfrequenz/Woche <18 0 
 18-35 1 
 36-60 2 
 >60 3 

Meläna keine 0 
 wenig 2 
 viel 4 

Allgemeinzustand gut 0 
 durchschnittlich 1 
 schlecht 2 
 sehr schlecht 3 

Abdominelle Schmerzen /  keine 0 
Krämpfe leicht 1 
 mäßig 2 
 stark 3 

Körpertemperatur 37-38°C 0 
 >38°C 3 

Extraintestinale Symptome Iritis 3 
 Erythema nodosum 3 
 Arthritis 3 

Laborparameter BSG >50/h 1 
 BSG >100/h 2 
 Hämoglobin <100g/l 4 
 

 

3.1.4 Krankheitsaktivitätsgruppen des CUAI 

 

Tabelle 4:  Unterteilung der Krankheitsaktivität von Colitis ulcerosa in Remission, leichten, mittel-
schweren und schweren Schub nach dem Punktwert des CUAI. 

Krankheitsaktivität CUAI-Score 

Remission <4 

leichter Schub 4-7 

mittelschwerer Schub 8-9 

schwerer Schub ≥10 

 
 

Ein Score von <4 Punkten bedeutet Remission, 4-7 leichter Schub, 8-9 mittel-

schwerer Schub und ≥10 schwerer Schub der Colitis ulcerosa.  
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Weiterhin wurden aus dem Routinelabor folgende Entzündungsparameter ausge-

wertet: CRP, BSG, Leukozyten, Thrombozyten, Albumin, CHE, GGT.  

Für die TPO-Serum-Bestimmung wurde das in einem Serumröhrchen abgenom-

mene Blut nach frühestens ½ Stunde und meistens innerhalb von 2 Stunden bei 

17210 g pro Minute für 10 min. abzentrifugiert, der Überstand zu je ca. 500 µl in 

Eppendorfhütchen aliquotiert und die Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei –

80 °C eingefroren. 

Für die Untersuchung der TPO-mRNA-Expression im Kolon wurden Biopsate mit 

dem Koloskopiegerät PCF 130 (Olympus, Deutschland) gewonnen. Dabei wurden 

1-3 Biopsate, sowohl aus makroskopisch entzündeten Arealen wie aus nicht ent-

zündeten Bereichen entnommen. Die Proben wurden sofort nach Entnahme im 

OP in flüssigem Stickstoff schockgefroren und dann bei –80°C gelagert. 

 

 

3.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 

Die Messung des Serum-TPOs wurde im CLB, Central Laboratory for Experimen-

tal and Clinical Immunology, Amsterdam durchgeführt. 

Der ELISA für TPO basiert auf einem monoklonalen Antikörper (MoAb) [56]. Das 

Erkennungslimit liegt bei 2±0,8 AU/ml (Mittelwert ± SD). Eine Kreuzreaktivität mit 

anderen Zytokinen wurde bisher nicht beobachtet. Der Assay hat eine Intra- und 

Interassay-Varianz von 5-7 % bzw. 7-13 %. 

 

Eine 96-Lochplatte wurde mit einer Kombination aus aTPO5 und aTPO14 über 

Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Sowohl aTPO5 als auch aTPO14 lagen in 

einer Konzentration von 2 µg/ml in 100 µl 0,1 M Karbonat-Puffer (pH 9,6) vor. 

Vor dem Assay wurden die Platten 2x mit 0,02% Tween in PBS (v/v) gewaschen. 

Nichtspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation bei Raumtemperatur 

mit 150 µl PBS, das 2 % (v/v) pasteurisierte Kuhmilch enthielt, für 30 min geblockt. 

Anschließend wurden die Platten mit 0.02% Tween in PBS 5x gewaschen. 

50 µl biotinylierter MoAb (1 µg/ml) in High-Performance-ELISA-Puffer wurde mit 

50 µl des Standards oder der Probe gemischt. Die Platte wurde für 2 Stunden un-

ter Schütteln inkubiert. Anschließend wurden die Platten wie oben beschrieben 

gewaschen und 100 µl Streptavidin polyHRP wurden in einer 1:10000-Verdünnung 



 

-12- 

in PBS / 2% Milch (v/v) hinzugefügt. Die Platten wurden erneut für 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und dann gewaschen. Anschließend wurde das Sub-

strat TMB (0,1 mg/ml), verdünnt in Substrat-Puffer (0,11 M NaAc pH 5,5 und 

0,003% H2O2) hinzugefügt. 

Nach einer 30-minütigen Inkubation im Dunkeln wurde die kolorimetrische Reakti-

on durch Hinzufügen von 100 µl H2SO4 gestoppt und die Absorption bei 450 nm in 

einem Titertek Multiscan Elisa-Reader gemessen. 

Von jeder Platte wurde zusammen mit mindestens zwei Referenzproben eine 

Standardkurve erstellt. Da rhTPO instabil zu sein scheint, d.h. der Betrag des 

rhTPO fällt mit der Zeit, wurde ein Pool von EDTA-antikoaguliertem Plasma von 6 

Patienten mit hohem TPO-Spiegel als Standard eingesetzt. Die Standardkurve 

bestand aus 8 zweifachen Verdünnungen, von welchen die erste Verdünnung will-

kürlich auf 100 Arbitrary Units (AU) festgesetzt wurde. 1 AU entspricht 1 pg fri-

schem rhTPO von Genentech Inc. und 9 pg, wenn es mit rhTPO von Research 

Diagnostics Inc. verglichen wird. Alle Proben wurden dreimal gemessen. Wenn 

ihre Konzentration den linearen Bereich der Kalibrationskurve überschritt, wurden 

die Proben in HPE verdünnt. 

 

 

3.3 RNA-Extraktion aus Darmbiopsaten 

 

Darmbiopsate wurden unter Zugabe von flüssigem Stickstoff in 700 µl GTC/ß-

MESH durch mörsern lysiert. Anschließend wurde eine saure Phenol-Chloroform-

Extraktion zur Isolierung der Gesamt-RNA durchgeführt [57], die darauf beruht, 

dass sich RNA im Gegensatz zu DNA und Proteinen in der wässerigen Phase an-

lagert. Zu dem Homogenat wurden 70 µl NaOAc (pH 4,0), 560 µl Phenol (pH<4,5); 

280 µl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol gegeben, für 15 min auf Eis inkubiert 

und für 20 min mit 17210 g bei 4 °C zentrifugiert. Zur Fällung der RNA wurden 

500 µl der wässerigen obersten Phase mit 500 µl 2-Propanol versetzt. In 1h bei –

80 °C oder über Nacht bei –20°C präzipitierte die R NA und wurde unter den glei-

chen Bedingungen zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das getrock-

nete Pellet in 300 µl GTC/ß-MESH resuspendiert und mit 300 µl 2-Propanol ein 

zweites Mal gefällt. Das neue Pellet wurde in 500 µL 75 %-igem Ethanol gewa-
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schen und die RNA schließlich in 15 µL sterilem DEPC-ddH2O gelöst. Die RNA-

Lösungen wurden bis zur Weiterverarbeitung bei –80 °C gelagert. 

 

Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge 

von 260 nm. 1 OD entspricht dabei 40 µg/mL RNA, d.h.: 

 

                       RNA (µg/ml) = OD260  x Verdünnungsfaktor x 40. 

 

Die Ratio OD260/OD280  gilt als Maß für Verunreinigungen der RNA durch Proteine 

oder Phenol und soll >1,8 betragen [57]. 

 

 

3.4 RNA-Gelelektrophorese 

 
1 µg RNA in 5 µl RNA-Ladepuffer wurde durch 15 min Erwärmen bei 68 °C dena-

turiert. Es wurde eine denaturierende Agarose-Gelelektrophorese (1,1 % Agarose, 

2 % Formaldehyd in 1x Mops) bei 70 V für 1 h durchgeführt [57]. Die Laufstrecke 

des Bromphenolblaus betrug ca. 5 cm. Anschließend erfolgte eine fotografische 

Dokumentation unter UV-Beleuchtung. Anhand der Bandenverteilung der rRNA 

konnten RNA-Degradationen festgestellt werden. 

 

 

3.5 cDNA-Synthese mittels reverser Transkription (RT) 

 

1 µg RNA und 2,5 µl oligo-dT15 wurden in 14,5 µl ddH2O gemischt und bei 68 °C 

denaturiert, anschließend mit den restlichen Reagenzien versetzt, so dass bei ei-

nem Gesamtvolumen von 25 µl folgende Konzentrationen resultieren: 1 µg/25 µl 

RNA, 0,5 µg/25 µl oligo-dT15 (MWG, Biotech), je 500 nM dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP (TaKaRa), 100 U/25 µl M-MLV (Promega) Rtase, 50 mM Tris HCl (pH 8,3), 

75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 mM Dithiothreitol. 

 

Die Proben wurden jeweils für 45 min bei 42°C und a nschließend bei 52°C inku-

biert. Anschließend wurde die Rtase durch 10-minütiges Erhitzen auf 100°C inak-

tiviert. Die erhaltene cDNA wurde bei 4°C oder –20° C gelagert.  
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Zunächst wurden als Positivkontrollen Proben mitgeführt, bei denen eine RNA-

Expression bekannt war  (unbehandelte HepG2-Zellen). Als Negativkontrolle für 

DNA- oder RNA-Verunreinigungen wurde jeweils in einem Ansatz ddH2O anstelle 

von RNA eingesetzt. 

 

 

3.6 DNA-Amplifikation mittels Polymerasenkettenreaktion 

 

Zur Untersuchung der Expression von TPO und GAPDH wurden von den beiden 

Primern flankierte DNA-Fragmente enzymatisch amplifiziert. In einem Reaktions-

ansatz mit einem Endvolumen von 50 µl waren für jede Probe 1 µl cDNA, 20 mM 

Tris HCl (pH 8,4), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, je 200 nM dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP, 0,75 U Taq-Polymerase, je 400 nM Primer enthalten. Dem Ansatz wurden 

3 Tropfen Mineralöl als Verdunstungsschutz zugesetzt. In der Amplifizierung im 

Thermo-Cycler setzte sich ein Zyklus nach einer vorläufigen Denaturierung für 

3 min bei 94°C jeweils aus der DNA-Denaturierungsze it mit 30 s bei 94°C, der Pri-

mer-Anlagerungszeit mit 45 s bei der jeweils ermittelten Annealing-Temperatur 

(GAPDH = 55°C, TPOs = 59°C, TPOfs = 62°C) und der E longationszeit mit 60 s 

bei 72°C zusammen. Die Zyklen wurden 27x (GAPDH), b zw. 40x (TPOs und 

TPOfs) wiederholt. Anschließend folgte eine letzte Elongationsphase mit 540 s bei 

72°C.  

 

 

3.7 Kompetitive Polymerase-Kettenreaktion 

 

Zur Quantifizierung der GAPDH-mRNA wurde eine kompetitive PCR durchgeführt. 

Ein als interner Standard verwendetes PCR-Produkt konkurriert mit der GAPDH-

cDNA um die Bindung der Oligonukleotide. Dieses PCR-Produkt, der so genannte 

Kompetitor weist durch eine Deletion von 86 bp eine andere Laufweite in der Gele-

lektrophorese auf und kann somit vom cDNA-PCR-Produkt unterschieden werden.  

Die Kompetitor-Stammlösung wurde aliquotiert, und nach Bedarf wurden 1:2-

Verdünnungsreihen hergestellt.  
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Die kompetitive PCR wurde wie die im vorherigen Abschnitt beschriebene DNA-

Amplifikation durchgeführt. In jedem Ansatz war zusätzlich als interner Standard 

1 µl einer Kompetitorlösung mit bekannter Konzentration enthalten. Für jede 

cDNA-Probe wurden 4 PCR-Reaktionen mit aufeinander folgenden Konzentratio-

nen der 1:2-Verdünnungsreihe des Kompetitors angesetzt. Sowohl von der cDNA-

Probe wie auch vom Kompetitor wurden 10 µl einer 1:10-Verdünnung eingesetzt, 

um Pipettierfehler zu verringern. 

Die Konzentration der cDNA wurde anhand der Äquivalenzkonzentration zwischen 

cDNA und Kompetitor ermittelt. Bei dieser Kompetitor-Konzentration weisen beide 

Proben gleichstark fluoreszierende Banden auf. 

 

Aus der Äquivalenzkonzentration wurde die TPO-mRNA-Konzentration pro Mikro-

gramm Gesamt-RNA errechnet. Dabei wurden die molekulare Masse des Kompe-

titors, die in der RT eingesetzte Menge Gesamt-RNA, die RT-Effizienz und die 

Tatsache, dass der Kompetitor doppelsträngig ist, wohingegen die cDNA ein-

zelsträngig vorliegt, in folgender Formel berücksichtigt: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CTPO-mRNA = 2000*q / (MKomp *cRNA*fRT) 

CTPO-mRNA TPO-mRNA-Konzentration [amol/µg Gesamt-RNA] 

Q  Äquivalenzkonzentration  [fg Kompetitor/50 µl PCR-Ansatz] 

MKomp  molekulare Masse des Kompetitors [g/mol] 

cRNA  Gesamt-RNA-Konzentration [µg/µl RT-Ansatz] 

f  RT-Effizienz 
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Tabelle 5: Verwendete Primer. 5'-GAPDH und 3'-GAPDH dienten zur Amplifizierung von GAPDH-
cDNA (PCR-Produkt 256 bp), und 5'-hTPO und 3'-hTPO von TPO-cDNA (404 bp). Mit Hilfe von  5'-
hTPO-K und 3'-hTPO wurde der interne Standard für die kompetitive PCR (318 bp)hergestellt. In 
der Sequenz von 5'-hTPO-K stellt = die Position der 86-bp-Deletion im Vergleich zur TPO-cDNA-
Sequenz dar. Die angegebenen Positionen bezeichnen das erste und das letzte Nukleotid, an das 
das Oligonukleotid bindet [58, 59]. 

Primer Position Sequenz 
 
TPO 

  

5'hTPO 
 

6467- 
6486 

5'-CGT TTC CTG ATG CTT GTA GG-3' 

   
5'hTPO-
comp 

6467- 
6486, 
6573- 
6592 

5'-CGT TTC CTG ATG CTT GTA GG = CAA ACA GGA 
CTT CTG GAT TG-3' 

   
5'hTPOs  5'-AGC TTT CTG GAC AGG TCC GT-3' 
   
3'hTPO 6851- 

6870 
5'-GAA GGA GAA TAT CCA GGC TG-3' 

   
5'hTPO-
fs 
 

57- 
76 

5'-CCC TTC TCC ACC CG.G ATA GA-3' 

   
5'hTPO-
fs-comp 

122-  
141 

5'-AGT GCA AGA GCC TAA GCC GC-3' 
 

   
3'hTPO-
fs 

584-  
565 
 

5'-CCC AAG GAG GAG ACG GAC CT-3' 

GAPDH   
5'-
GAPDH 

4296- 
4315 

5'-ATC ATC CCT GCC TCT ACT GG-3' 

   
3'-
GAPDH 

4533- 
4552 

5'-TGG GTG TCG CTG TTG AAG TC-3' 

 
 

3.8 Agarose-Gelelektrophorese 

 

Nach der PCR wurden die Proben für ca. 1 h in einem mit Ethidiumbromid versetz-

ten (3µl Ethidiumbromid auf 100 ml Agarose) 2%igen Agarose-Gel in einer Gele-

lektrophorese in 1xTBE-Puffer bei 100–120 V aufgetrennt. Die Länge der PCR-

Produkte wurde durch Vergleich mit einem Molekulargewichtsstandard ermittelt. 

Es folgte eine fotografische Dokumentation unter UV-Beleuchtung. 
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3.9 Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Denaturierende Polyacrylamid- (PAA) Gele haben eine deutlich höhere Auflö-

sungskapazität als Agarose-Gele und sind daher besser geeignet, Banden mit nur 

kleinen Längendifferenzen aufzutrennen. TPO-mRNA-Spleißvarianten haben z. T. 

nur eine Längendifferenz von 12 bp. 

Nach der Amplifikation wurden die Banden der PCRs mit dem Primer hTPOs im 

PAA-Gel aufgetrennt. Das PAA-Gel bestand hierbei aus einem 4%-igen Sammel-

gel und einem 6%-igen Trenngel. Aliquots von 35 µl wurden mit 7 µl blue dye ver-

setzt und geladen. Es wurde eine Gelelektrophorese zunächst für 1 h bei 80 V im 

Sammelgel, dann für 3 h bei 120 V und noch einmal 3 h bei 150 V im Trenngel 

durchgeführt. Als Ladepuffer wurde ein 1x EDTA-Laufpuffer verwendet. Nach der 

Elektrophorese wurden die Gele mit Ethidiumbromid angefärbt und unter UV-

Beleuchtung fotografiert.  

 

 

3.10 Sequenzanalyse 

 

Das mit dem Primer hTPOfs amplifizierte PCR-Produkt wurde nach Aufreinigung 

mit PCR-Preps (Wizard Purifikation Systems) sequenziert (GATC, Konstanz).  

 

Sämtliche Arbeitsgänge beim Aliquotieren der Proben, beim ELISA, bei der RNA-

Extraktion, der reversen Transkription, und der Polymerasenkettenreaktion wurden 

unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 

 

 

3.11 Statistische Auswertung 

 
Die Daten sind als Range, Perzentile bzw. als Median (bei nicht normaler oder 

unbekannter Verteilung) angegeben. Zur Unterschiedsprüfung der Tendenz nicht 

normalverteilter Stichproben wurde das nichtparametrische Verfahren nach Wilco-

xon eingesetzt. Als Signifikanzgrenze wurde der Wert P<0,05 festgelegt. Die sta-

tistische Auswertung sowie die Signifikanzprüfungen wurden mit Hilfe des Statis-

tikprogramms SPSS durchgeführt 
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4. Ergebnisse 

 

4.1 Beurteilung der Krankheitsaktivität anhand von Laborparametern 
und Aktivitätsindizes  

 

In dieser Studie wurden 78 Patienten untersucht (28 Patienten mit der Diagnose 

MC, 16 mit CU, ein Patient mit  kollagenöser Kolitis, 17 mit NKC, 13 Kontrollpati-

enten ohne CED, 3 Patienten systemischen Erkrankungen). Das Patientenalter lag 

zwischen 0 und 17 Jahren. 32 Patienten waren weiblich und 46 männlichen Ge-

schlechts. 77,6 % der Patienten lagen mit der Körpergröße unterhalb der 50. Per-

zentile. Bezogen auf das Körpergewicht waren es 68,3 %.  

Der Schweregrad der CED wurde anhand des PCDAI bzw. des CUAI bestimmt. 

Zusätzlich erfolgte die Auswertung weitere Entzüngsparameter. 

Der PCDAI konnte bei 27 von 28 Patienten berechnet werden. Die Indexwerte la-

gen zwischen 125,46 und 324,52. Dabei fanden sich 11 Patienten (40,7 %) in 

Remission bzw. im leichten Schub, 11 Patienten (40,7 %) im mittelschweren und 5 

Patienten (18,5 %) im schweren Schub. 

Der CUAI konnte bei 15 von 16 Patienten berechnet werden. Hier lagen die Werte 

zwischen 0 und 7. 12 Patienten (80 %) befanden sich in der Remission und 3 Pa-

tienten (20 %) im leichten Schub. Mittelschwere oder schwere Erkrankungen lagen 

nach diesem Index nicht vor. Weder bei MC-Patienten (w: Median 157,37; m: 

151,87) noch bei CU-Patienten (w, m: Median 0) war hinsichtlich der Schwere der 

Erkrankung ein eindeutiger Geschlechtsunterschied zu erkennen. 

Es fanden sich Thrombozytenzahlen von 202 /nl bis 833 /nl (Normwert 150–

400 /nl). 36,6 % der Patienten wiesen eine erhöhte Thrombozytenzahl auf. Nach 

Diagnose einzeln ausgewertet lagen die Thrombozytenzahlen bei MC-Patienten 

zwischen 216–761 /nl (Median 459,5), bei CU-Patienten zwischen 214–833 /nl 

(Median 361 /nl), bei Patienten mit nicht klassifizierbarer Kolitis zwischen 274–

644 /nl (Median 352 /nl), sowie bei Patienten in der Kontrollgruppe zwischen 202– 

349 /nl (Median 273,5 /nl).  

Die CRP-Werte lagen im Bereich von <5 mg/dl bis 107 mg/dl (Normwert <5 mg/dl). 

Erhöhte Werte wurden bei 37 % der Patienten gefunden. 

Die Werte der BSG lagen im Bereich von 2 mm/h bis 74 mm/h (Normwert ≤10 

mm/h). Wir fanden erhöhte Werte bei 59,3 % der Patienten. Der Median betrug bei 
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MC-Patienten 21 mm/h, bei CU-Patienten und bei Patienten mit nicht klassifizier-

barer Kolitis 10 mm/h und in der Kontrollgruppe 15 mm/h. 

Als weitere Parameter im Gesamtkollektiv fanden sich Leukozytenzahlen von 4,7–

18,7 /nl, Albuminwerte von 27-51 g/l, eine CHE von 2,9-7,9 U/l und eine GGT von 

1–145 U/l,  

 

 

4.2 TPO im Serum 

 
4.2.1 Vergleich zwischen Patienten mit Morbus Crohn , Colitis ulcerosa, nicht 

klassifizierbarer Kolitis und der Kontrollgruppe 
 

Die TPO-Werte im Gesamkollektiv lagen im Bereich von 2,8–72,8 AU/ml (Median 

28,57 AU/ml). Bei MC-Patienten lag der TPO-Bereich zwischen 15,44–72,8 AU/ml 

(Median 34,34 AU/ml), bei CU-Patienten zwischen 15,89–56,94 AU/ml (Median 

24,8 AU/ml), bei Patienten mit nicht klassifizierbarer Kolitis zwischen 2,8– 66,31 

AU/ml (Median 25,94 AU/ml) und in der Kontrollgruppe zwischen 16,64–54,42 

AU/ml (Median 28,04 AU/ml). 

Sowohl der Maximalwert der TPO-Serumkonzentration als auch der Median lagen 

bei den Morbus-Crohn-Patienten höher als bei den anderen Erkrankungen oder in 

der Kontrollgruppe. Statistisch konnte die Erhöhung des Serum-TPO gegenüber 

anderen chronisch entzündlichen Darmerkrankungen nach dem Wilcoxon–Test 

jedoch nicht signifikant belegt werden. Wir fanden weder einen geschlechts- noch 

einen altersspezifischen Unterschied der TPO-Konzentration. 
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4.2.2 Vergleich zwischen TPO und der Krankheitsakti vitätsstadien bei MC 

 

Bei der Untersuchung des TPO-Spiegels in Bezug auf die Krankheitsaktivität bei 

MC ließ sich ein Trend zu höheren TPO-Werten bei schwerer erkrankten Patien-

ten erkennen. Ein statistisch signifikanter Unterschied war allerdings nicht nach-

weisbar. 
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Abbildung 1:  TPO-Spiegel im Serum [AU/ml] bei verschiedenen Aktivitätsstufen des MC (Remis-
sion, mittelschwerer und schwerer Schub). Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den 
einzelnen Gruppen. 
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4.2.3 Vergleich von TPO und PCDAI bzw. CUAI 

 

Es bestand eine signifikante Korrelation zwischen Serum-TPO und PCDAI 

(k=0,56; p<0,01). Dagegen fand sich keine signifikante Korrelation zwischen TPO 

und CUAI. 
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Abbildung 2:  Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen Serum-TPO und dem PCDAI 
(k=0,56; p<0,01) (linke Graphik), hingegen besteht keine Korrelation zwischen Serum-TPO und 
dem CUAI (rechte Graphik). 
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4.2.4 Korrelation zwischen Serum-TPO und Thrombozyt en 

 

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen Serum-TPO und Thrombozy-

tenzahl (k=0,325; p<0,01). 
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Abbildung 3:  Signifikante Korrelation zwischen Serum-TPO und Thrombozyten (k=0,325; p<0,01). 
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4.2.5 Korrelation zwischen Serum-TPO und Thrombozyt en aufgeteilt nach 
Krankheitsdiagnose 

 

Bei Patienten mit Morbus Crohn fand sich eine signifikante Korrelation zwischen 

Serum-TPO und der Thrombozytenzahl (b=2,9 E-2; p<0,01), während sich bei Co-

litis-ulcerosa-Patienten ein signifikanter Zusammenhang nicht nachweisen ließ 

(b=2,9 E-3, p>0,05). 
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Abbildung 4: Regression von Serum-TPO und Thrombozyten aufgeteilt nach Morbus Crohn 
(b=2,9 E-2; p<0,01) und Colitis ulcerosa (b=2,9 E-3; p>0,05). 
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4.2.6 Korrelation zwischen PCDAI und TPO-Spiegel be i einzelnen Patienten 

 

Zwei MC-Patienten mit einer schweren Verlaufsform wurden im Untersuchungs-

zeitraum mehrfach vorstellig. Bei beiden Patienten ging die Zustandsverschlechte-

rung mit jeweils höheren TPO-Spiegeln einher. 
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Abbildung 5: Korrelation zwischen TPO-Spiegel und PCDAI bei zwei MC-Patienten mit schwerem 
Krankheitsverlauf. 
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4.2.7 Korrelation zwischen Serum-TPO und verschiede nen APP 

 

Weiterhin zeigten sich eine positive Korrelation zwischen TPO und CRP (k=0,317; 

p<0,01) und eine negative zwischen TPO und Albumin (k=-0,539; p<0,01), eine 

schwache Korrelation zwischen TPO und Leukozyten (k=0,277; p<0,05). Keine 

Korrelationen konnten wir zwischen TPO und dem Entzündungsparameter  BSG 

und der CHE finden. 
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Abbildung 6: Gezeigt ist die negative Korrelation zwischen Serum-TPO und Albumin (k=-0,539; 
p<0,01). Albumin gehört zu den negativen APP. Diese sind durch einen Konzentrationsabfall bei 
steigender Entzündungsaktivität charakterisiert. 
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4.3 Untersuchung der Darmbiopsate  

 

4.3.1 GAPDH 

 

Um die Qualität der RNA aus den Darmbiopsien nachzuprüfen, wurden zunächst 

qualitative und semiquantitative PCRs mit GAPDH durchgeführt. In der qualitati-

ven PCR konnte in 42 von 43 Proben, bzw. bei 22 von 23 Patienten GAPDH-

cDNA nachgewiesen werden. Die Konzentration der mRNA bezogen auf die Ge-

samt-RNA betrug in der kompetitiven PCR maximal 140,93 amol/µl und minimal 

0,29 amol/µl (Mittelwert 39,39 amol/µl, Standardabweichung 29,73 amol/µl, Medi-

an 52,85 amol/µl).  
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Abbildung 7 : Qualitativer Nachweis der mRNA-Expression des house-keeping-Gens GAPDH im 
Kolongewebe. Bestätigung der mRNA-Expression der verwendeten Proben. M – Marker; K- Kolon-
gewebe; N – Negativkontrolle. 
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Abbildung 8: Beispiel des Nachweises des GAPDH-mRNA-Gehaltes durch semiquantitative PCR. 
Bei Patient 1 (linke Bildhälfte) betrug der GAPDH-Gehalt zwischen 25-50 ng/µl Gesamt-RNA (siehe 
Pfeil). Bei Patient 2 (rechte Bildhälfte) lag der GAPH-Gehalt bei etwa 25 ng/µl Gesamt-RNA (siehe 
Pfeil). MC – Morbus Crohn; M – Marker; N – Negativkontrolle. 
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4.3.2 hTPO 

 

Mit dem Primer hTPO wurde überprüft, ob TPO-cDNA im Darmgewebe nachzu-

weisen war. In allen GAPDH-positiven Proben konnte hTPO nachgewiesen wer-

den. 
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600 bp 
400 bp hTPO 

 

Abbildung 9:  Qualitativer Nachweis von humanem TPO in der Kolonschleimhaut. Die Unterschie-
de in der Helligkeitsintensität weisen auf eine unterschiedlich starke mRNA-Expression hin. M – 
Marker; K- Kolongewebe; N – Negativkontrolle. 
 
 

4.4 Quantifizierung der TPO-mRNA-Expression im Kolon  

 

4.4.1 hTPOfs 

 
Weiterhin wurde mit dem Primer hTPOfs Darm-TPO im Vergleich zu Leber-TPO 

bekannter Konzentration semiquantitativ ausgewertet. Um eine DNA-

Kontamination auszuschließen, wurde ein exonübergreifenden Primer verwandt. 

In 13 der 16 ausgewerteten Proben konnte TPO-mRNA nachgewiesen werden. Es 

wurden lediglich Proben mit einer GAPDH-Konzentration von über 14,09 amol/µg 

RNA eingesetzt. Eine Leberprobe eines Patienten mit kompensierter Leberzirrho-

se besaß eine TPO-Konzentration von 33,8 amol TPO-mRNA/µg RNA und wurde 

in einer 100-fachen Verdünnung als Vergleich eingesetzt. Eine weitere Verdün-

nungsreihe mit dieser Leberprobe ergab, dass die TPO-Konzentration im Darm in 

den meisten Fällen zwischen 0,17 und 0,34 amol TPO-mRNA/µg RNA liegt. Das 

entspricht 0,5-1 % der Konzentration, die in der Vergleichsleberprobe gefunden 

wurde.  
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Abbildung 10:  Qualitativer Nachweis von humanem TPO in der Darmmukosa mit dem Primer 
hTPOfs. Der exonübergreifende Primer schließt eine DNA-Kontamination aus. Für die weiteren 
Quantifizierungen wurde lediglich dieser Primer eingesetzt. MC – Morbus Crohn; G – gesunder 
Patient; CU – Colitis ulcerosa; NKC – nicht klassifizierbare Kolitis; K – Positivkontrolle; Negativkon-
trolle. 
 

 

4.5 Untersuchung von Leukozyten auf TPO 

 

Bei Untersuchungen der Leukozyten aus 6 Pools ließ sich mit den Primern 

hTPOfs und hTPOs keine TPO-mRNA nachweisen. Dies wurde als nahezu siche-

rer Ausschluss einer TPO-mRNA-Expression in Leukozyten gewertet. 

 

 

4.6 Untersuchung der Kolonbiopsate auf den TPO-Rezeptor cMpl 

 

Darmproben wurden auf den TPO-Rezeptor cMpl untersucht. Es fand sich zwar 

sowohl in Leber wie auch Leukozyten eine cMpl-Expression, jedoch konnte sie 

nicht im Biopsatmaterial nachgewiesen werden.  
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Abbildung 11:  Nachweis der Expression des TPO-Rezeptors cMpl in Leber und Leukozyten. Hin-
gegen zeigen die Kolonbiopsate (Kolon 1-4) keine Expression des cMpl-Rezeptors. Pos – Positiv-
kontrolle; Neg – Negativkontrolle; Leuko – Leukozyten. 
 

 

4.7 Analyse der Spleißvarianten mit dem Primer hTPOs 

 

Nach der Auftrennung im Polyacrylamid-Gel wurden TPO-Spleissvarianten von 

Darm- und Lebergewebe analysiert. Sowohl in Darm- als auch Lebergewebe wur-

de eine Expression der verschiedenen TPO-Isoformen gefunden. Die beiden Le-

berproben zeigten eindeutige Banden, die den Spleißvarianten TPO-1, TPO-2 und 

TPO-3 [60] zugeordnet werden konnten. TPO-3 fand sich jedoch nur in einer der 

beiden Proben, hier jedoch besonders ausgeprägt. Zwei weitere Banden stimmten 

ihrer Größe nach mit TPO-5 und TPO-7 [61] überein. Wu beschrieb diese Isofor-

men allerdings nur bei der Maus [61]. In den Kolonbiopsaten fanden sich die Ban-

den TPO-1 bis TPO-3. In drei der fünf Biopsaten ließ sich TPO-5 und in zwei Pro-

ben TPO-7 nachweisen. Zusätzlich zeigten sich sehr schwache Banden, die sich 

keiner der bekannten TPO-Isoformen zuordnen ließen. Hinsichtlich der Spleißvari-

anten und auch der Stärke ihrer Ausprägung fand sich nur ein geringer Unter-

schied zwischen Leber und Kolon. Die TPO-1-Bande war sowohl bei den Darm-

proben als auch in der Leber etwas stärker als die Bande des TPO-2. TPO-3 war 

im Darm relativ schwach ausgeprägt, hingegen in der Leber in einer Probe sehr 

deutlich, bei einer weiteren Probe jedoch gar nicht ausgeprägt. TPO-5 und TPO-7 

ließen wiederum keinen eindeutigen Unterschied erkennen. 
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Abbildung 12:  Auftrennung von TPO in einzelne Isoformen mit dem Primer TPOs. Eine sehr diffe-
renzierte Auftrennung war im PAA-Gel möglich. Im Vergleich zu dem mitgelaufenen Standard zeig-
ten sich die bekannten TPO-Isoformen 1, 2, 3, 5 und 7. Eine eindeutige Differenz zwischen den 
verschiedenen untersuchten Geweben ließ sich nicht nachweisen. CLC – kompensierte Leberzir-
rhose, DLC – dekompensierte Leberzirrhose, K1-K5 – Kolon, N - Negativkontrolle 
 

 

4.8 Sequenzanalyse der Kolonbiopsate und Vergleich mit TPO-mRNA 
aus der Leber der Ratte 

 

Das mit dem Primer hTPOfs amplifizierte PCR-Produkt wurde sequenziert. Die 

Sequenz weist eine 98%-ige Homologie mit der des Erstbeschreibers de Sauvage 

[39] auf.  
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hTPOfs       1 ----------------------------------------------CCTACTCTGCC-AG 
de Sauvage  61 TCTCCACCCGGATAGATTCCTCACCCTTGGCCCGCCTTTGCCCCACCCTACTCTGCCCAG 
 
 
hTPOfs      14 AAGTGCA-GAGCCTAAGCCGCCTCCATGGCCCCAGGAAGGATTCAGGGGAGAGGCCCCAA 
de Sauvage 121 AAGTGCAAGAGCCTAAGCCGCCTCCATGGCCCCAGGAAGGATTCAGGGGAGAGGCCCCAA 
 
 
hTPOfs      73 ACAGGGAGCCACGCCAGCCAGACACCCCGGCCAGAATGGAGCTGACTGAATTGCTCCTCG 
de Sauvage 181 ACAGGGAGCCACGCCAGCCAGACACCCCGGCCAGAATGGAGCTGACTGAATTGCTCCTCG 
 
 
hTPOfs     133 TGGTCATGCTTCTCCTAACTGCAAGGCTAACGCTGTCCAGCCCGGCTCCTCCTGCTTGTG 
de Sauvage 241 TGGTCATGCTTCTCCTAACTGCAAGGCTAACGCTGTCCAGCCCGGCTCCTCCTGCTTGTG 
 
 
hTPOfs     193 ACCTCCGAGTCCTCAGTAAACTGCTTCGCGACTCCCATGTCCTTCACAGCAGACTGAGCC 
de Sauvage 301 ACCTCCGAGTCCTCAGTAAACTGCTTCGTGACTCCCATGTCCTTCACAGCAGACTGAGCC 
 
 
hTPOfs     253 AGTGCCCAGAGGCTCACCCTTTGTCTACACCTGTTCTGCTGCCTGCTGTGGAC------- 
de Sauvage 361 AGTGCCCAGAGGTTCACCCTTTGCCTACACCTGTCCTGCTGCCTGCTGTGGACTTTAGCT 
 
 
 

 

Abbildung 13: Vergleich der TPOfs-amplifizierten TPO-Sequenz mit der Sequenz des 
Erstbeschreibers de Sauvage. 
 

Die Transkription der ermittelten Nukleotidsequenz ergab als Protein übersetzt: 

 

 

 
     XXYSARSAEP KPPPWPQEGF RGEAPNREPR QPDTPARMEL TELLLVVMLL     
     LTARLTLSSP APPACDLRVL SKLLRDSHVL HSRLSQCPEA HPLSTPVLLP AVD 

 

 

Abbildung 14:  Übersetzung der Nukleotidsequenz der Kolonschleimhaut in ein Protein 
 

Die übersetzte Proteinsequenz (mittels des SWISS-PROT EXPASY, Internet-Seite 

http://www.isb-sib.ch/) ergab eine hohe Homologie mit der bereits bekannten TPO-

Proteinsequenz aus der Leber der Ratte (SWISS-PROT-EXPASY-Nummer P49 

745), eine weitere Homologie mit der TPO-Sequenz aus der Niere von canis fami-

liaris (Nummer P42 705).  
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5. Diskussion  

 

Reaktive Thrombozytosen sind ein typisches Erscheinungsmerkmal chronisch 

entzündlicher Darmerkrankungen. Es besteht eine strenge Korrelation zwischen 

der Thrombozytenzahl und der Erkrankungsaktivität bei Patienten mit M. Crohn 

[62]. Bei reaktiven Thrombozytosen, beispielsweise im Rahmen einer CED besteht 

im Gegensatz zu primären Thrombozytosen gleichzeitig eine Erhöhung des Medi-

ators TPO [51]. Cerutti [47] beschreibt bei Patienten nach Hüftersatz einen Anstieg 

des TPO, der 11 Tage später von einem Anstieg der Thrombozytenzahl gefolgt 

wird. Bei gesunden Probanden und auch bei Patienten mit essentieller Thrombo-

zytämie [45] ist eine negative Korrelation zwischen TPO und Thrombozytenzahl 

bekannt. Wolber [63] geht von einer konstanten TPO-mRNA-Expression in der 

Leber aus. Die Höhe des im Blut zirkulierenden TPO ist von der Bindung an sei-

nen Rezeptor cMpl, welcher auf der Oberfläche von Thrombozyten exprimiert wird, 

der Internalisierung und Degradierung in den Thrombozyten abhängig [64-67]. Der 

Mechanismus, aufgrund dessen sich bei reaktiven Thrombozytosen dennoch ein 

erhöhter TPO-Serumspiegel findet, ist nicht geklärt [68]. 

 

Die in dieser Studie untersuchten Patienten mit chronisch entzündlichen Darmer-

krankungen weisen klinisch und laborchemisch ein weites Verteilungsmuster von 

Remission bis hin zu schweren Krankheitszuständen auf. Die Krankheitsaktivität 

der CED-Patienten wurde entsprechend ihrer Diagnose nach dem PCDAI oder 

CUAI berechnet.  

Im Falle der CU-Patienten besteht jedoch kein speziell auf die pädiatrische Klientel 

angepasster Index. Der hier verwendete Index legt ein großes Gewicht auf extrain-

testinale Manifestationen, die bei Kindern nur selten zu finden sind, so dass sich 

80 % der CU-Patienten in dieser Studie trotz eines klinisch teilweise schlechten 

Zustandes und einer häufig hohen Medikation dem Index nach in Remission be-

finden. 

Bei der Betrachtung des Serum-TPO-Spiegels fällt die große Bandbreite sowohl 

bei den Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen als auch in der 

Kontrollgruppe auf. Jedoch finden sich die höchsten Einzelwerte bei Patienten mit 

MC. Auch der Median liegt hier höher als bei den anderen Patientengruppen. Dies 

steht mit der bekannten Beobachtung im Einklang, dass Akutephaseproteine beim 
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Morbus Crohn im Gegensatz zur Colitis ulcerosa erhöht sind [69]. Statistisch konn-

te in dieser Arbeit die Erhöhung des Serum-TPO bei MC-Patienten gegenüber 

anderen chronisch entzündlichen Darmerkrankungen nach dem Wilcoxon–Test 

nicht signifikant nachgewiesen werden, ein Trend war jedoch erkennbar. Eine Ur-

sache für die fehlende statistische Signifikanz könnte einerseits durch die geringe 

Fallzahl, andererseits durch ein Übergewicht von Patienten in Remission begrün-

det sein.  

Es besteht eine positive Korrelation zwischen TPO-Werten und dem PCDAI [55]. 

MC-Patienten in Remission haben niedrigere Serum-TPO-Spiegel als Patienten im 

schweren Schub. Dagegen lässt sich keine Korrelation zwischen TPO-Werten und 

dem CUAI [54] aufzeigen. Dies könnte auf den eingesetzten Index zurückzuführen 

sein, der, wie schon oben beschrieben, nur bedingt für pädiatrische Patienten ein-

setzbar ist. Ein akuter Schub einer Colitis ulcerosa geht allerdings deutlich selte-

ner als beim MC mit einer Erhöhung der Akutephaseproteine einher. 

In dieser Studie zeigt sich eine positive Korrelation zwischen Serum-TPO-Spiegeln 

und Thrombozytenzahlen, wobei bei MC-Patienten die Thrombozytenzahlen im 

Vergleich zu CU-Patienten deutlich stärker ansteigen. 

Weiterhin findet sich eine positive Korrelation zwischen TPO- und CRP-Werten, 

eine negative Korrelation zwischen den Spiegeln für TPO und Albumin. Keine sig-

nifikanten Korrelationen konnten zwischen den Werten für TPO und BSG sowie 

TPO und Leukozyten aufgezeigt werden. Beim derzeitigen Untersuchungsstand ist 

es unklar, warum zwischen einigen Entzündungsparametern signifikante Korrelati-

onen mit dem TPO-Spiegel bestehen, bei anderen jedoch nicht. Cerutti [70] be-

schreibt in einer 1997 erschienen Arbeit einen Trend zu einer Korrelation zwischen 

TPO und Akutephaseproteinen. 1999 postulieren Cerutti et al. [47], dass sich TPO 

wie ein APP verhält und zeigen eine schwach signifikante Korrelation zwischen 

Plasma-TPO und der BSG, sowie Plasma-TPO und CRP. Die Ergebnisse der vor-

liegenden Arbeit, d.h. sowohl die Korrelation zwischen TPO und verschiedenen 

APP als auch die Korrelation zwischen TPO und dem PCDAI stimmen mit Aus-

nahme der fehlenden Korrelation zwischen TPO und der BSG mit Ceruttis Ergeb-

nissen überein.  

Aufgrund der Korrelation zwischen Serum-TPO und dem PCDAI stellt sich die Fra-

ge, inwieweit sich der TPO-Spiegel als Marker für die Aktivität der Morbus-Crohn-

Erkrankung einsetzen lässt. Erhöhte Thrombozytenspiegel sind ein Merkmal von 
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Entzündungsreaktionen. Die Thrombozytenzahl wird in die Einschätzung des 

Schweregrades einer CED mit einbezogen. Thrombopoetin ist der Mediator für 

einen Anstieg der Thrombozyten und geht diesem Anstieg zeitlich voraus [48]. 

Insofern könnte die Bestimmung des TPO-Spiegels eher eine Aussage über die 

aktuelle Aktivität der Erkrankung ermöglichen.  

 

Exemplarisch konnte bei zwei MC-Patienten, die aufgrund eines schweren Krank-

heitsverlaufes im Untersuchungszeitraum mehrfach vorstellig wurden, gezeigt 

werden, dass eine Zustandsverschlechterung mit jeweils mit höheren TPO-

Spiegeln einherging. 

 

Vorteile, die TPO im Rahmen der Diagnostik und zur Einschätzung des Schwere-

grads von CED bieten könnten, werden durch Probleme bei der Bestimmung des 

TPO-Spiegels eingeschränkt. Im Rahmen dieser Studie war die Erhebung repro-

duzierbarer Werte mit einem kommerziellen ELISA-Kit nicht möglich. Verwendet 

wurde der im Methodenteil beschriebene ELISA des CLB in Amsterdam, der nicht 

auf dem Markt verfügbar ist. Die TPO-Spiegel-Bestimmung wird zurzeit noch fast 

ausschließlich im Rahmen von Studien eingesetzt, und es scheint zumindest der-

zeit eine klinische Anwendung der TPO-Testung bei chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen dem apparativen und finanziellen Aufwand noch nicht ange-

messen. Sicherlich ist auch weiterhin die Diagnostik des Morbus Crohn wie auch 

die Beurteilung des Schweregrades nur in der Zusammenschau von Klinik, appa-

rativer Diagnostik und Laborparametern möglich. 

 

Ishiguro et al. [71] beschreiben, dass das TPO im Serum zwei Tage nach Geburt 

am höchsten ist und dann kontinuierlich bis auf die bei Erwachsenen bekannten 

Werte abnimmt. Signifikant hohe Werte treten im ersten Lebensmonat auf. In der 

hier vorliegenden Studie ist keine Korrelationen zwischen dem TPO-Serumspiegel 

und dem Patientenalter festzustellen. Diese divergenten Aussagen lassen sich am 

ehesten dadurch erklären, dass die vorliegende Studie keine Patienten in den ers-

ten Lebensmonaten einschloss. Auch könnten Abweichungen im Studiendesign 

eine Rolle spielen. Da das Lebensalter nach den Daten dieser Studie keinen Ein-

fluss auf die Höhe des TPO-Spiegels zu haben scheint, wurde es in den weiteren 
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Auswertungen nicht weiter berücksichtigt. Weiterhin traten auch keine ge-

schlechtsspezifischen Unterschiede auf. 

Die Medikation der Patienten wurde nicht berücksichtigt. Auch wenn letztendlich 

die Frage, ob eine Beeinflussung besteht nicht abschließend geklärt werden konn-

te, fanden Kocak et al. in einer Untersuchung von Kindern mit ITP (immune 

thrombozytopenic purpura) weder einen Einfluss von Steroiden noch Immunglobu-

linen auf TPO-Spiegel [72]. 

 

Nakanishi hat eine TPO-mRNA-Expression im Kolonepithel von Ratten beschrie-

ben [53]. Laut Wolber [50] werden 95 % der TPO-mRNA in der Leber exprimiert. 

Da diese Expression jedoch als konstant beschrieben wird [63], und der Serum-

TPO-Spiegel bei reaktiven Thrombozytosen, wie sie im Rahmen chronisch ent-

zündlicher Darmerkrankungen entstehen, eindeutig erhöht ist, versucht diese Stu-

die die Frage zu beantworten, inwieweit ein extrahepatischer Manifestationsort, 

z.B. das entzündete Kolon für die gesteigerte TPO-Sekretion verantwortlich ist. 

Generell gilt die Leber als Hauptproduktionsort [50], aber beim Menschen wurde 

auch in Niere, Knochenmark, Milz, Gehirn und Plazenta [39, 41, 50, 73] TPO-

mRNA gefunden. 

 

In nahezu allen Kolonbiopsaten ist eine TPO-mRNA-Expression nachzuweisen. 

Das sequenzierte PCR-Produkt war mit TPO homolog. Einzelne Basenaustau-

sche, wie sie im Rahmen der Untersuchungen gefunden wurden, sind als Normva-

rianten oder als Messungenauigkeiten im Rahmen von Lesefehlern beim Sequen-

zieren interpretierbar. So weisen im Sequenziergerät z.B. die Basen Thymidin und 

Cytosin, sowie die Basen Guanin und Adenin ein sehr ähnliches Spektrum auf.  

Die Biopsate schließen die gesamte Mukosa des Kolons mit ein. Da die Proben 

vor der RNA-Extraktion homogenisiert werden, erlaubt diese Studie keine Aussa-

ge, über den Ort der TPO-Synthese innerhalb der Kolonschleimhaut. Auch kann in 

diesem Rahmen nicht bewiesen werden, dass die TPO-mRNA-Expression in ort-

ständigen Zellen erfolgt. Jedoch wurde, um eine Kontamination von TPO aus im 

Rahmen der Entzündungsreaktion eingewanderten Leukozyten auszuschließen, 

Buffycoat auf eine TPO-mRNA-Expression untersucht. In der Literatur gibt es hier-

für bislang weder positive noch negative Daten. In den untersuchten Leukozyten 

konnte keine TPO-mRNA-Expression nachgewiesen werden. Auch wenn nicht 
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vollkommen auszuschließen ist, dass die Zellen bei der Migration vom Blut ins 

Gewebe die Fähigkeit zur TPO-mRNA-Expression erwerben, gibt es bislang keine 

Hinweise hierfür, so dass als wahrscheinlichster Ort für die TPO-Synthese ort-

ständige Zellen im Kolon angenommen werden können. 

 

Es konnte in 13 von 16 ausgewerteten Biopsaten TPO nachgewiesen werden. Die 

Signale waren jedoch so schwach, dass eine Quantifizierung mittels kompetitiver 

PCR nicht möglich war. Als Vergleich dienten daher Leberbiopsate eines Patien-

ten mit bekannter TPO-mRNA-Konzentration [50]. Die TPO-mRNA-

Konzentrationen im Kolon wurden durch Vergleich mit einer Verdünnungsreihe der 

Leberprobe ermittelt und lagen zwischen 0,17-0,34 amol TPO-mRNA/µg Gesamt-

RNA. Das entspricht 1/100–1/200 des Wertes der Leberprobe. Klare Unterschiede 

ergaben sich in der Signalaktivität einzelner Proben (siehe Abbildung 10). Eine 

Korrelation zwischen der mRNA-Expression der Proben und der Diagnose, bzw. 

der Krankheitsaktivität fand sich nicht. Darüber hinaus ließen sich keine Unter-

schiede zwischen Gesunden und Kranken aufzeigen. 

Die TPO-mRNA-Expression im Kolon ist im Vergleich zur Leber sehr schwach. 

Hieraus ist zu schließen, dass die gefundene TPO-mRNA-Expression in der Ko-

lonschleimhaut nicht für eine alleinige Erklärung des erhöhten TPO-Serumspiegels 

bei Patienten mit CED ausreicht. Inwieweit es als Kofaktor anzusehen ist, müssen 

weitere Untersuchungen zeigen. 

 

Wolber et al. beschreiben, dass HepG2-Zellen, wenn sie mit Il-6 stimuliert werden, 

einen dosisabhängigen Anstieg der TPO-Expression aufweisen. Andere Interleu-

kine wie z.B. Il-11 scheinen keinen Einfluss auf die TPO-Expression zu haben 

[49]. In einer anderen Arbeit führt die Stimulation von Leberparenchymzellen 

(HepG2-Zellen) mit TGFß, Activin A, PDGF, HGF, aber auch mit IL-6 nicht zu ei-

nem signifikanten Effekt auf die TPO-mRNA-Expression [74]. Auch Yamashita 

findet keinen Einfluss von IL-6 auf die TPO-mRNA-Expression in Rattenleberzel-

len [75]. Kaser zeigt, dass die Gabe von IL-6 bei Tumorpatienten von einem An-

stieg des TPO-Plasma-Spiegels gefolgt wird und nimmt daher an, dass die Anzahl 

der Megakaryozyten und Thrombozyten nicht der einzige Regulationsfaktor des 

zirkulierenden TPO ist [76]. 
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Die Studienergebnisse sind widersprüchlich. Es ist jedoch vorstellbar, dass es 

trotz der normalerweise als konstant beschriebenen TPO-mRNA-Expression in der 

Leber IL-6 vermittelt zu einem Anstieg der TPO-Synthese kommt. Wir nehmen an, 

dass der Abbau von TPO über Bindung an seinen Rezeptor, Internalisierung und 

Degradierung die vermehrte TPO-Produktion nicht kompensieren kann, und es 

somit nicht nur zu einer Aufhebung der negativen sondern sogar zu dieser positi-

ven Korrelation zwischen TPO und Thrombozytenzahl kommt. 

 

Die Kolonbiopsate wurden auf das Vorkommen des TPO-Rezeptors cMpl unter-

sucht [37]. Es fanden sich schwach positive Signale, sowohl in den Leberproben 

als auch in der Leukozyten-mRNA. Es konnten jedoch keine cMpl-RNA in den 

Darmproben nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lassen eine parakrine oder 

autokrine Wirkung des im Kolon exprimierten TPO unwahrscheinlich werden.   

 

Chang [42] beschreibt drei verschiedene TPO-Isoformen (TPO-1-3) in der Leber. 

Sasaki et al. [77] fügen 1999 TPO-4–6 hinzu. Wu et al. beschreiben bei der Maus 

neun verschiedene Isoformen [78]. Alle Isoformen entstehen durch unterschiedli-

ches Spleißen im letzten Exon. 

Im Polyacrylamid-Gel aufgetrennt zeigen sowohl Darm- als auch Leberproben be-

kannte Spleißvarianten. In der Intensität zeigen sich leichte Unterschiede, jedoch 

finden sich auch zurzeit nicht erklärbare Intensitätsunterschiede innerhalb der ver-

schiedenen Darmproben. Zwei weitere Banden stimmen ihrer Länge nach mit den 

von Wu et al. beschriebenen Isoformen TPO-5 und TPO-7 überein [78]. Beide 

Spleißvarianten sind in der Literatur allerdings erst bei der Maus und noch nicht 

beim Menschen beschrieben worden. Insgesamt zeigt sich hinsichtlich der Spleiß-

variantenformen und auch der Stärke ihrer Ausprägung nur ein geringer Unter-

schied zwischen Leber und Kolon. Die TPO-1-Bande ist sowohl im Darm als auch 

in der Leber etwas stärker als die Bande von TPO-2. TPO-3 ist im Darm relativ 

schwach ausgeprägt, bei der Leber in einer Probe sehr deutlich, in einer weiteren 

Probe jedoch gar nicht nachweisbar. TPO-5 und TPO-7 lassen wieder keinen ein-

deutigen Unterschied erkennen.  

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Ausprägung der un-

terschiedlichen Isoformen in Leber und Kolonschleimhaut zumindest nicht stark 

voneinander abweicht. Inwieweit die in dieser Studie gefundenen Unterschiede im 
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Verteilungsmuster der Isoformen relevant sind, müsste in einer weiteren Studie mit 

größerem Patientenkollektiv geklärt werden.  
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6. Zusammenfassung 

 
Das Glykoprotein Thrombopoetin (TPO) ist der Hauptmediator der Thrombopoese. 

TPO wird zum großen Teil in der Leber exprimiert. Die TPO-mRNA-Expression in 

der Leber wurde lange Zeit als konstant angesehen. Thrombozyten sind am Ab-

bau des Hormons beteiligt, was zu einer inversen Korrelation zwischen dem TPO-

Serumspiegel und der Thrombozytenzahl führt. Abweichend hierzu führen Ent-

zündungsreaktionen allerdings sowohl zu einer Erhöhung des TPO-Spiegels, als 

auch der Thrombozytenzahl.  

Eine TPO-mRNA-Expression im Kolon ist bei Ratten beschrieben. Anhand von 

PCR-Untersuchungen von Kolonbiopsaten soll im Rahmen dieser Arbeit unter-

sucht werden, inwieweit das Kolon als extrahepatischer Produktionsort für die ge-

steigerte Thrombopoese in Frage kommt. Mittels kompetitiver PCR wurde die Kor-

relation zwischen TPO-mRNA-Expression im Kolon und dem Serum-TPO unter-

sucht. ELISA-Techniken dienten der Bestimmung des TPO-Spiegel im Serum, der 

mit weiteren Entzündungsparametern verglichen wurde. 

Erstmals konnte eine TPO-mRNA-Expression im menschlichen Darm nachgewie-

sen werden. Spleißvariantenanalysen zeigten weiterhin, dass die TPO-Isoformen 

des Darms und der Leber weitgehend übereinstimmen. 

In der statistischen Auswertung fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwi-

schen TPO-mRNA-Expression und klinischen Daten der Patienten bzw. der 

Krankheitsaktivität. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass die TPO-

Expression im Kolon nicht für die Thrombozytose bei CED verantwortlich ist. 

Die Funktion des im Kolon gebildeten Thrombopoetins ist nicht geklärt. Wir konn-

ten jedoch zeigen, dass keine Thrombopoetinrezeptoren (cMpl-Rezeptor) in der 

Kolonscheimhaut exprimiert werden und das Hormon damit keine parakrine oder 

autokrine Wirkung in der Mukosa besitzt. 

Der Einsatz von ELISA-Techniken erbrachte den Nachweis einer positiven Korre-

lation zwischen TPO-Spiegel und der Entzündungsaktivität bei Morbus Crohn, a-

ber nicht der bei der Colitis ulcerosa. Dieses Ergebnis stimmt mit der Beobachtung 

überein, dass ein Schub eines MC mit einem stärkeren Anstieg der Entzündungs-

parameter einhergeht. Darüber hinaus ließ sich eine positive Korrelation zwischen 

TPO und verschiedenen Akutephaseproteinen (APP) nachweisen, so dass TPO 

selbst als APP angesehen werden kann. 
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11. Geräte- und Reagenzienverzeichnis  

 

11.1 Geräte 
 

Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 

DNA Thermal Cycler PE Biosystems, Foster City, California 

E.A.S.Y. Gel-Dokumentationssystem Herolab, Wiesloch 

Kühlzentrifuge RC-5B Sorvall, Bad Homburg  

Microcentrifuge MC-13 Millipore/Amicon, Eschborn 

MicroLumat LB96P EG&G Berthold, Bad Wildbad  

Minifuge GL Heraeus Instruments, Hanau 

Polytron-Homogenisator Kinematica, Luzern, Schweiz 

Rainbow-Mikrotiterplatten-Photometer SLT Labinstrumente, Crailsheim 

Rotoren GSA und SS-34 Sorvall, Bad Homburg  

TRIO-Thermoblock Biometra, Göttingen 

UV-Photometer GeneQuant II Pharmacia, Cambridge, Großbritannien 

 

 

11.2 Chemikalien und Reagenzien  

 
Soweit nicht anders erwähnt, wurden alle Chemikalien oder Reagenzien bei Sig-

ma (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) im höchstmöglichen 

Reinheitsgrad erworben. Ausnahmen waren:   

 

1 kb + DNA Standard Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe  

100 bp DNA Standard Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe  

Agarose   Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe  

Alkalische Phosphatase MBI Fermentas, St. Leon-Rot  

DNase-freie RNase  Promega, Mannheim  

dNTPs   Takara Biomedicals, Shiga, Japan  

epidermaler Wachstumsfaktor Sigma, Deisenhofen  
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Ethidiumbromid  Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe  

oligo(dT)15   MWG Biotech, Ebersberg  

PCR-Startermoleküle MWG Biotech, Ebersberg  

 reverse Transkriptase Promega, Mannheim  

RNase-freie DNase I Takara Biomedicals, Shiga, Japan  

rNTPs    Promega, Mannheim  

T4-DNA-Ligase  MBI Fermentas, St. Leon-Rot  

T7-RNA-Polymerase Takara Biomedicals, Shiga, Japan  

Taq-DNA-Polymerase Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe  

 

 

11.3 Puffer und Lösungen  

 

PBS-Puffer:  

8,5 mM Na2HPO4  

1,5 mM KH2PO4  

137 mM NaCl  

3 mM KCl  

mit 85% (v/v) H3PO4 auf pH 7,3 einstellen  

autoklavieren oder sterilfiltrieren  

SDS-Lösung:  

0,1 M NaOH  

0,5% (w/w) SDS  

GTC-Lösung: 

4 M GTC 

25 mM Natriumacetat  

filtrieren mit Whatman-Filter No. 1 

0,1 M β-Mercaptoethanol 

Natriumacetat-Puffer:  

2 M Natriumacetat, pH 4,0 

autoklavieren 
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Phenol:   (Fertiglösung von Sigma) 

Phenol 

äquilibriert mit 0,1 M Natriumcitrat, pH 4,3 

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol:  (Fertiglösung von Sigma) 

50% (v/v) Phenol 

48% (v/v) Chloroform 

2% (v/v) Isoamylalkohol 

äqulibriert mit 10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA 

75% (v/v) Ethanol:  

75% (v/v)  Ethanol 

in DEPC-Wasser 

DEPC-Wasser:  

0,1% (v/v) DEPC in Wasser 

über Nacht rühren, autoklavieren 

RNA-Ladepuffer (1:1 mit Probe zu mischen):  

40 mM  MOPS, pH 7,0 

10 mM  Natriumacetat 

1 mM  EDTA 

7% (v/v) Formaldehyd 

50% (v/v) Formamid 

10% (v/v) Glycerin 

0,05% (w/w) Bromphenolblau 

40 µg/mL Ethidiumbromid 

MOPS-Puffer:  

40 mM  MOPS, pH 7,0 

10 mM  Natriumacetat 

1 mM  EDTA 

autoklavieren 

TAE-Puffer:  

10 mM Tris-Acetat, pH 8,0 

1 mM EDTA 
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DNA-Ladepuffer (1:10 mit Probe zu mischen):  

10 mM Tris-Acetat, pH 8,0 

1 mM EDTA 

50% (v/v) Glycerin 

0,25% (w/w) Bromphenolblau 

TE-Puffer: 

10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

1 mM EDTA 
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