
 

 

 

Sepsis-assoziierte Veränderungen in der Expression von mikroRNAs im Serum als 

diagnostischer Biomarker 

 

 

 

Dissertation 

zur Erlangung des akademischen Grades 

Doktor der Medizin (Dr. med.) 

 

 

 

vorgelegt 

der Medizinischen Fakultät 

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

 

 

von Fabian Link 

geboren am 21.06.1994 in Goslar 

 

 

Betreuerin:    Frau apl. Prof. Dr. rer. nat. Julia Schumann 

Gutachter*innen:  Frau Prof. Dr. med. Heike Kielstein 

Herr PD Dr. med. Thomas Stüber, Hannover 

 

 

 

 

 

06.04.2022 

13.09.2022 



    

 

Referat 

 

Zur optimalen Behandlung septischer Patienten bedarf es einer zügigen und sicheren Diagnose-

stellung. Etablierte diagnostische Parameter erlauben bisher keinen sicheren Ausschluss anderer 

Differentialdiagnosen ohne weitere - oft therapieverzögernde - Untersuchungen. Ziel dieser Ar-

beit war daher zu untersuchen, ob Veränderungen in der Serumkonzentration von miRNAs bei 

septischen Patienten als sicheres diagnostisches Kriterium geeignet sind. Zur Ermöglichung wei-

tergehender Studien wurde zudem nach konstitutiv exprimierten miRNAs („Housekeepern“) ge-

sucht, die eine quantitative Bestimmung von miRNAs in septischem Milieu mit dem etablierten 

Routineverfahren qRT-PCR erlauben.  

Für die Studie wurden Serumproben von Patienten mit gesicherter Sepsis, Patienten mit intensiv-

medizinischem Versorgungsbedarf ohne Sepsis sowie gesunden Probanden genutzt. Nach Aus-

wahl potenzieller miRNA-Marker über Hochdurchsatz-Sequenzierung und Literaturrecherche 

wurde die Expression mittels ddPCR absolut quantifiziert und die diagnostische Aussagekraft mit 

klassischen Entzündungsmarkern und intensivmedizinischen Scoring-Systemen verglichen. Zur 

Identifizierung potenzieller Housekeeper-miRNAs wurden Zellkulturproben in septischem Mi-

lieu mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung untersucht und die Daten anschließend mithilfe von 

qRT-PCR und ddPCR validiert.  

Alle in der Studie analysierten diagnostischen Parameter hatten nur eine eingeschränkte Aussa-

gekraft. Gegenüber den klassischen Entzündungsparametern CRP und WBC sowie den intensiv-

medizinischen Scores zeigte sich die einzelne Bestimmung von miRNAs als nicht überlegen. Die 

Berücksichtigung der Kopienzahl von miR-193-3p in einem modifizierten SOFA-Score führte 

jedoch zu einer klinisch relevanten Steigerung der Validität. Die Zusammenfassung mehrerer Pa-

rameter zu einem für diagnostische Zwecke optimierten Score könnte somit einen vielverspre-

chenden Lösungsansatz für die Suche nach validen Sepsismarkern darstellen. 

Zur Normalisierung von qRT-PCR-Daten konnten die konstitutiv exprimierten miRNAs let-7g-

5p, let-7i-5p, miR-127-3p, miR-151a-5p (humane Endothelzelllinie „TIME“) sowie miR-16-5p, 

miR-27b-3p, miR-103a-3p und miR-423-3p (murine Makrophagenzelllinie „RAW 264.7“) iden-

tifiziert werden. Aufgrund ihrer Stabilität in besonderem Maße eignen sich hierbei miR-151a-5p, 

miR-27b-3p und miR-103a-3p. Die Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit gewebs- und 

milieuspezifischer Housekeeper für miRNA-Studien unter septischen Umgebungsbedingungen.  

 

 

Link, Fabian: Sepsis-assoziierte Veränderungen in der Expression von mikroRNAs im Serum als 

diagnostischer Biomarker, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 66 Seiten, 2022  
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1 Einleitung und Zielstellung 

1.1 Definition und Epidemiologie der Sepsis 

In ihrer aktuell gültigen Definition aus dem Jahr 2016 ist die Sepsis beschrieben als ein infekti-

onsbedingtes Syndrom, bei dem eine überschießende Immunantwort über verschiedene moleku-

lare Pathomechanismen Endorganschäden und so ein lebensbedrohliches Multiorganversagen 

verursacht [1]. Das Konsenspapier verschiedener Fachgesellschaften nennt für die Diagnosestel-

lung zwei zu erfüllenden Kriterien: (1.) eine Infektion mit einem Pathogen ohne spezifische Ein-

schränkungen bezüglich des Erregertyps und (2.) eine durch Dysregulation der Immunabwehr 

bedingte Fehlfunktion eines Organs beziehungsweise Organsystems [1]. Anstoßpunkt einer Sep-

sis kann somit eine bakterielle, virale, parasitäre oder fungale Infektion sein, die über verschie-

dene klinische, labormedizinische und mikrobiologische Befunde nachgewiesen werden kann. 

Das Kriterium des Organversagens wurde mittels des sequenziellen Organversagensbewertungs-

wert (Sequential Organ Failure Assessment Score, SOFA-Score) für die klinische Praxis operati-

onalisiert [1]. Sepsis ist folglich keine einheitliche Krankheitsentität. Vielmehr beschreibt eine 

Sepsis die durch pathophysiologische Gemeinsamkeiten gekennzeichnete Endphase tödlich ver-

laufender Infektionskrankheiten. Das Vollbild der Erkrankung ist der septische Schock; hier füh-

ren erhebliche Störungen des Herz-Kreislaufsystems und des Zellstoffwechsels zu einem erheb-

lichen Anstieg der Patientensterblichkeit [1].  

Das 1992 erstveröffentlichte und 2003 aktualisierte Konzept der Sepsis als infektionsbedingter 

Subtyp des Systemischen inflammatorischen Response-Syndroms (Systemic Inflammatory 

Response Syndrome, SIRS) wurde mit der Neudefinition verlassen [2, 3]. Die bis dahin gültigen 

SIRS-Kriterien hatten sich als zu unspezifisch erwiesen und waren unabhängig vom Vorliegen 

einer Sepsis auf einen Großteil der kritisch kranken Patienten auf einer Intensivstation anwendbar 

[4]. Über die Neudefinition wurde eine Abgrenzung gegenüber weniger lebensbedrohlichen so-

wie nichtinfektiös bedingten Krankheitszuständen geschaffen [1]. Die Untergruppe der schweren 

Sepsis wurde nicht in das aktualisierte Konsenspapier übernommen, wobei sich durch Berück-

sichtigung der Organdysfunktion in den Sepsiskriterien das Spektrum in den Bereich der 

Schwerstkranken verschob. 

 

Die Sepsis ist von einer hohen Letalität geprägt. Auch in hochentwickelten Ländern ist die effek-

tive Behandlung weiterhin eine Herausforderung. Eine Metaanalyse zur globalen Inzidenz der 

Sepsis schätzte für die Jahre 2003-2015 jährlich 437 Fälle pro 100 000 Personen bei einer Sterb-

lichkeit von 21% [5]. Das entspräche etwa 31,5 Millionen Sepsisfällen und über fünf Millionen 

tödlicher Verläufe weltweit [5].  
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In Deutschland gab es von 2007 bis 2013 mit steigender Tendenz jährlich 256–335 registrierte 

Fälle pro 100 000 Einwohner mit einer Krankenhaussterblichkeit von 24,3-27,0% trotz guter Ver-

fügbarkeit intensivmedizinischer Versorgung [6]. Männer hatten im Vergleich zu Frauen ein 1,8-

faches Risiko eine Sepsis zu entwickeln und ein 2-faches Risiko zu versterben [6]. 

Eine jüngere Studie zur Epidemiologie der Sepsis in den USA ermittelte eine Gesamtsterblichkeit 

von 12,5%, konnte zwischen den Geschlechtern allerdings keinen signifikanten Unterschied er-

mitteln [7]. Eine besonders hohe Letalität von 45% zeigte sich in einer französischen Studie aus 

2005 für Septitiden bei nosokomial erworbener Infektion [8]. Die Vergleichbarkeit dieser epide-

miologischen Untersuchungen ist mitunter begrenzt, da diese auf uneinheitlichen Krankheitsde-

finitionen und diagnostischen Kriterien beruhen. Dennoch zeigen die Daten ein weiterhin beste-

hendes erhebliches Sterblichkeitsrisiko für betroffene Patienten. 

 

1.2 Pathophysiologie 

Definitionsgemäß kommt es bei der Sepsis durch eine Infektion zur dysregulierten und systemi-

schen Immunantwort, die im Gegensatz zur geordneten und lokalen Reaktion auf Pathogene die 

patienteneigenen Organsysteme schädigt. Die Immunantwort wird durch Zellen der angeborenen 

Abwehr initial aktiviert [9]. Zu diesen gehören dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten, 

natürliche Killerzellen, Monozyten und die sich hieraus entwickelnden Makrophagen [9].  

 

Nach Eindringen eines Keims erfolgt die Bindung von hochkonservierten Pathogen-assoziierten 

molekularen Mustern (Pathogen-associated Molecular Patterns, PAMPs), welche sich auf der 

Oberfläche der Krankheitserreger befinden, an die Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recog-

nition Receptors, PRRs) zirkulierender Abwehrzellen [10]. Zu den PRRs gehören neben den Toll-

like-Rezeptoren auch die RIG-1-like-Rezeptoren, NOD-like-Rezeptoren und C-Typ-Lektin-Re-

zeptoren [10]. Verschiedene Rezeptortypen binden hierbei an unterschiedliche, zum Teil erreger-

spezifische Biomoleküle. So besitzt etwa der Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3) eine Spezifität für vi-

rale doppelsträngige Desoryribonukleinsäure (Deoxyribonucleic Acid, DNA) [11], während der 

Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) durch das Lipopolysaccharid (LPS) aus der äußeren Membran gram-

negativer Bakterien aktiviert wird [12]. Einige der PRR reagieren auch auf Gefahren-assoziierte 

molekulare Muster (Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs), die nicht von Pathogenen 

stammen, sondern durch Schädigung körpereigener Zellen freigesetzt werden [13]. Beispielhaft 

seien die zytoplasmatischen Moleküle Adenosintriphosphat, Harnsäure, das S100-Protein sowie 

die nukleären Proteine HMGB1 und HMGN1 genannt [13]. Abhängig vom jeweiligen Rezeptor 

und der exprimierenden Zelle führt eine Ligandenbindung zur Aktivierung vielfältiger Signal-

kaskaden, an deren Ende die Bildung immunmodulatorischer Mediatoren steht [10]. So führt eine 

Bindung von LPS an TLR4 über die Aktivierung des Myeloid-Differentiation-Primary-Response-
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Gene-88 (MyD88)-abhängigen Signalwegs sowie des Toll-IL-1-Resistance-Domain-containing-

Adaptor-inducing-IFN-β (TRIF)-abhängigen Signalwegs zur Bildung der Effektoren C-X-C-mo-

tif-Ligand 10 (CXCL10), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Granulozyten-Monozyten-Kolonien-

stimulierenden Faktor (Granulomonocyte Colony Stimulating Factor, GM-CSF), Interleukin-1β 

(IL-1β), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10) sowie der induzierbaren NO-Synthase 

(inducible NO Synthase, iNOS) [14, 15]. 

 

Über die Freisetzung dieser Effektoren durch ansässige Immunzellen werden umliegende Gefäße 

zur besseren Durchblutung des Gewebes dilatiert [16]. Das Endothel schüttet chemotaktische Zy-

tokine aus und exprimiert adhäsive Moleküle auf der Oberfläche, um eine Einwanderung weiterer 

Abwehrzellen in das Gewebe zu ermöglichen [16]. Vermittelt über Selektine und das vaskuläre 

Zelladhäsionsmolekül 1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1, VCAM-1), das an a4b1-Integrin 

auf Leukozyten bindet, werden an der Gefäßwand entlangströmende Abwehrzellen gebremst und 

die Transmigration ins Gewebe initiiert [16]. Durch diese Rekrutierung zusätzlicher Immunzellen 

soll eine lokale Infektionskontrolle erreicht werden. Das besser durchblutete Gewebe erwärmt 

sich und schwillt durch eine erhöhte Endothelpermeabilität an [17]. Die ausgeschütteten Zytokine 

führen über Sensibilisierung von Nozizeptoren zu Hyperalgesie [17]. So kommt es zu den klassi-

schen Zeichen der Entzündung: Rötung, Schwellung, Schmerz, Überwärmung und Einschrän-

kung der Funktion [17].  

 

Die gleichzeitige Freisetzung entzündungsfördernder wie -hemmender Faktoren moduliert und 

begrenzt die Inflammation [18]. Die Aktivität des Immunsystems fokussiert sich so auf das be-

fallene Kompartiment [18]. Wird die Erregerausbreitung jedoch nicht eingedämmt, können die 

Pathogene kontinuierlich umliegende Gewebe infizieren und schließlich über hämatogene oder 

lymphogene Absiedlung in eine Allgemeininfektion übergehen. Infolgedessen kann es durch eine 

übermäßige Freisetzung proinflammatorischer Zytokine im Rahmen eines „Zytokinsturms“ zur 

Dysbalance der Mediatoren und Überaktivierung des Immunsystems kommen. Das eigentlich 

streng lokale entzündliche Milieu folgt der Allgemeininfektion nach und generalisiert [19]. 

 

Parallel zur Organschädigung durch übermäßige Immunaktivität lässt sich bei septischen Patien-

ten insbesondere nach prolongiertem Krankheitsverlauf auch eine erworbene Immundefizienz 

durch Apoptose von Zellen der angeborenen und erworbenen Abwehr beobachten [20]. Das Aus-

maß des lymphozytären Zelluntergangs ist über eine gesteigerte Anfälligkeit für Sekundärinfek-

tionen mit dem Outcome assoziiert [21].  
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1.3 Klinisches Bild  

Die individuellen Ausprägungen der Sepsis sind vielfältig. Neben der Konstitution des Patienten 

spielen hier insbesondere das jeweilige Pathogen und die aktivierten inflammatorischen Signal-

kaskaden eine entscheidende Rolle [22]. Die pathophysiologischen Korrelate auf Gewebeebene 

sind Endothelschädigung sowie gestörte Vasomotorik; die resultierende Schrankenstörung führt 

zum Austritt von Flüssigkeit, Proteinen und Zellen in das Interstitium [23]. Typische Folgen sind 

ein akutes Lungenversagen (Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS) durch eine diffuse 

Schädigung des pulmonalen Gewebes mit Diffusionsstörung, ein akutes Nierenversagen bei Be-

teiligung renaler Gefäße und die septische Enzephalopathie bei desintegrierter Blut-Hirn-

Schranke [9]. Das Herz-Kreislaufsystem ist aufgrund einer massiven Freisetzung von Stickstoff-

monoxid durch die iNOS beeinträchtigt [24]. Es kommt zur reduzierten kardialen Kontraktilität 

mit kombinierter systolisch-diastolischer Dysfunktion sowie zu massiver Vasodilatation mit kon-

sekutivem Blutdruckabfall bis zum Schock [24]. Initial ist der kardiale Auswurf trotz myokardi-

aler Dyskinesie durch den reduzierten Gefäßwiderstand erhöht, im Verlauf fällt dieser jedoch ab 

und es kommt zur peripheren Minderperfusion [24].  

 

Eine erhöhte Expression von Gewebefaktor (Tissue Factor, TF) auf Monozyten, die gesteigerte 

Freisetzung prokoagulatorischer Faktoren und eine gestörte Endothelfunktion begünstigen die in-

travasale Gerinnung [25]. Entsprechend kann sich im Rahmen einer Sepsis eine disseminierte 

intravasale Koagulation (Disseminated Intravasal Coagulation, DIC) mit sowohl zahlreichen 

Thrombosen als auch einer Blutungsneigung durch verbrauchte Gerinnungsfaktoren entwickeln 

[25].  

 

Die im Verlauf der Erkrankung auftretende Immunsuppression kann über sekundäre Infektionen 

oder Reaktivierung latenter Virusinfektionen zu weiteren Komplikationen führen [20]. 

 

1.4 Diagnostik 

Aufgrund der vielfältigen Ausprägungen des Krankheitsverlaufs und der Notwendigkeit früher 

Intervention bei einem fulminantem Fortschreiten der Organschäden ist eine rein klinische Diag-

nosestellung problematisch [26]. Zwar ist die Sepsis in der revidierten Definition klar als Anstieg 

des SOFA-Scores um 2 Punkte bei Infektionsnachweis operationalisiert, für die klinische Praxis 

sind diese Kriterien zur frühzeitigen Diagnostik jedoch nur eingeschränkt geeignet. Insbesondere 

der sichere Infektionsnachweis, der meist per mikrobiologischer Anzucht gelingt, ist ein zeitauf-

wendiger Prozess. In einer pädiatrischen Multicenterstudie von 2014 dauerte es durchschnittlich 

15,4 Stunden bis zu einem ersten positiven Blutkulturbefund, erst 24 Stunden nach Probenent-

nahme waren 90% der Erreger bestimmt [27]. Für einzelne Erregerarten lag die durchschnittliche 
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Bestimmungszeit bei bis zu 59 Stunden [27]. Dem entgegen steht die Zielstellung des „one hour 

sepsis bundle“: diese zielt auf einen strukturierten Beginn der Behandlung inklusive antiinfektiver 

Maßnahmen binnen einer Stunde nach Krankenhausaufnahme ab, da eine verzögerte Diagnose 

als outcomerelevanter Parameter identifiziert wurde [28, 29]. Auch ist die Sensitivität der Blut-

kultur als mikrobiologischer Goldstandard in der Sepsisdiagnostik in Abhängigkeit von der An-

zahl der entnommenen Blutkulturen deutlich eingeschränkt [28, 30]. Eine in der klinischen Praxis 

häufig vorkommende vorzeitige Gabe von Antibiotika kann die Detektionsrate weiter reduzieren 

[31]. 

 

Die Surviving Sepsis Campaign definierte daher bereits im Jahr 2018 die Identifizierung von Bi-

omarkern, die eine frühzeitige und verlässliche Sepsisdiagnostik ermöglichen, als eines der wich-

tigsten Forschungsziele zur Verbesserung der Patientenoutcomes [32]. Die Studienlage konnte 

hierbei – trotz zahlreicher Untersuchungen zu verschiedenen Biomolekülen – noch keinen opti-

malen Krankheitsmarker validieren.  

 

1.4.1 Klassische Laborparameter 

Weit verbreitet in der Diagnostik der Sepsis sind die klassischen Inflammationsmarker Leukozy-

tenzahl im Vollblut (White Blood Cell Count, WBC) sowie die Konzentrationen der Eiweiße C-

reaktives Protein (CRP) und Procalcitonin (PCT) im Serum [33]. 

 

Der WBC ist ein weltweit verfügbarer und kostengünstig bestimmbarer Parameter, der hierdurch 

in der Routinediagnostik entzündlicher Krankheitszustände große Verbreitung gefunden hat. Al-

lerdings ist die Leukozytenzahl auch beeinflusst durch zahlreiche andere Faktoren – etwa häma-

tologisch-onkologische Krankheiten, Glukokortikoidbehandlung, Traumata, Schwangerschaft, 

Tabakkonsum und ein hohes Lebensalter [34-37]. Entsprechend zeigten sich in Studien zur diag-

nostischen Aussagekraft bei Sepsis Sensitivitäten und Spezifitäten von unter 60% [38-41]. Die 

Feindifferenzierung der Leukozyten zur Berechnung des Neutrophilen-Lymphozyten-Quotienten 

(Neutrophil To Lymphocyte Ratio, NLR) kann hierbei die diagnostische Validität steigern [42, 

43]. 

 

CRP gehört zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine [44]. Hierbei handelt es sich um eine Gruppe 

von Plasmaproteinen, deren Konzentration sich im Rahmen akuter und chronischer entzündlicher 

Prozesse kurzfristig verändert [44]. Das aus fünf gleichen Untereinheiten bestehende cyclische 

Pentamer CRP wird maßgeblich in der Leber synthetisiert und wirkt regulatorisch auf verschie-

dene Zellen der angeborenen Abwehr und das Gerinnungssystem [45]. Bei gleichzeitiger Bindung 
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von Komplementfaktor C1q und Phosphocholin, das auf der Oberfläche bakterieller, eukaryoti-

scher und fungaler Zellen vorkommt, hat CRP zudem eine opsonierende Wirkung [45]. Für die 

Diagnostik infektiöser Prozesse wurden für den CRP-Spiegel im Blut eine höhere Sensitivität und 

Spezifität dokumentiert als für den WBC [46, 47]. Durch inflammatorische Stimuli wird eine 

erhebliche Veränderung der Plasmakonzentrationen bewirkt; gegenüber gesunden Personen kann 

die Konzentration um den Faktor >300 vergrößert sein [44]. Zur Differentialdiagnose der Sepsis 

bei kritisch kranken Patienten ist allerdings auch dieser Marker nur eingeschränkt geeignet [48, 

49]. Störfaktoren, die den individuellen Ausgangswert gegenüber der Normalbevölkerung verän-

dern und so die Interpretation veränderter CRP-Spiegel erschweren können, sind unter anderem 

onkologische, rheumatologisch-autoimmune, hepatologische und pulmologische Erkrankungen, 

Alter und Adipositas [37, 50-54].  

 

Ebenfalls zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine gehört PCT, der Protein-Vorläufer des Proteohor-

mons Calcitonin [55]. Zur Regulation der Calcium-Homöostase wird Preprocalcitonin in den neu-

roendokrinen C-Zellen der Schilddrüse synthetisiert, aus dem proteolytisch PCT und hieraus das 

hormonell aktive Calcitonin gebildet werden [55]. Das bei entzündlichen Prozessen zum Teil um 

mehrere Größenordnungen ansteigende PCT im Blutplasma stammt jedoch nicht aus der Schild-

drüse; vielmehr wird durch Zytokine eine Synthese in zahlreichen extrathryeoidalen Geweben, 

unter anderem in Leber, Lunge und Hoden stimuliert [56-58]. Zahlreiche Studien haben die Eig-

nung von PCT in der Sepsisdiagnostik untersucht, häufig im direkten Vergleich mit CRP. In einer 

großen Metaanalyse aus dem Jahr 2006 konnte sowohl eine erhöhte Sensitivität als auch diagnos-

tische Genauigkeit nachgewiesen werden. Dennoch blieb bei Diagnostik auf PCT-Basis der Se-

rumspiegel in jedem fünften Kasus unter den in den Studien gesetzten Grenzwerten, sodass auch 

dieser Parameter nicht als eindeutig interpretierbare Lösung betrachtet werden kann [59]. Dieses 

Ergebnis bestätigte sich in auch einer jüngeren Metaanalyse aus dem Jahr 2013 [60].  

 

1.4.2 Zytokine 

Die Zell-Zell-Kommunikation zur Regulation der Proliferation und Differenzierung von Immun-

zellen bei entzündlichen Prozessen wird vermittelt über die Ausschüttung und Rezeption von Zy-

tokinen [9]. Zu dieser heterogenen Gruppe von Proteinen gehören sowohl proinflammatorische 

(TNF-α, Interleukin 1, IL-6, Interleukin 12, Interferon-γ (IFN-γ), Makrophagen-Migrations-inhi-

bierender-Faktor) als auch entzündungshemmende (Interleukin 4, Interleukin 10, transformieren-

der Wachstumsfaktor β) Mediatoren, die ihre Wirkung über eine Vielzahl von Signalkaskaden 

entfalten [61]. Im Rahmen der Sepsis nehmen proinflammatorische Zytokine eine zentrale Rolle 

ein: die Ausschüttung unphysiologisch hoher Mengen der Mediatoren im Rahmen eines „Zyto-

kinsturms“ wird als grundlegender pathophysiologischer Mechanismus betrachtet, was etwa 
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durch die Anwendung zytokinadsobierender Verfahren auch in der klinischen Praxis berücksich-

tigt wird. [62, 63]. Die Messung der Serumkonzentration bestimmter Zytokine zur Diagnostik der 

Sepsis wurde bereits früh diskutiert. Im Fokus standen vorrangig TNF-α und IL-6. 

 

TNF-α wird maßgeblich nach Stimulation von Gewebsmakrophagen der monozytären Linie 

(Langerhans-Zellen, Hortega-Zellen, Kupffer-Zellen, Alveolarmakrophagen) sezerniert [64]. 

Hierfür wird membrangebundener TNF-α auf der Leukozytenoberfläche durch das TNF-α-kon-

vertierende Enzym proteolytisch zum aktiven löslichen TNF-α gespalten [64]. Seine Wirkung als 

proinflammatorischer Mediator entfaltet TNF-α durch Bindung an die TNF-α-Rezeptoren Typ 1 

und 2 (TNFR1, TNFR2) [64]. Über diese wirkt der Mediator unter anderem regulierend auf die 

Proliferation und Apoptose von Makrophagen sowie stimulierend auf die Migration von Makro-

phagen ins Gewebe [64]. Die Studienlage zu erhöhten Blutspiegeln von TNF-α bei septischen 

Patienten ist uneindeutig, möglicherweise bedingt durch eine kurze Halbwertszeit und dadurch 

hohe Abhängigkeit des Messergebnisses vom Zeitpunkt der Probenentnahme [65-67].  

 

Das ebenfalls proinflammatorisch wirkende IFN-γ ist der einzige Vertreter der Typ-II-Interferone 

und wird hauptsächlich von Zellen der angeborenen und adaptiven Immunabwehr ausgeschüttet 

[68]. Stimulation durch Interleukin-12 und Interleukin-18 führt bei Antigen-präsentierenden Zel-

len, NK-Zellen und T-Lymphozyten zur Sekretion von IFN-γ [68]. IFN-γ hat insbesondere in 

Frühphasen einer Infektion eine relevante direkte antivirale Wirkung. Über Bindung an den IFN-

γ-Rezeptor (IFNGR) vermittelt es zudem immunmodulatorische Effekte durch Regulation der 

Transkription zahlreicher Gene [68]. Obwohl mechanistische Überlegungen, die einen Anstieg 

des IFN-γ-Serumspiegels bei Sepsis vermuten, anhand der physiologischen Wirkung des Zyto-

kins plausibel erscheinen, konnte dieser Zusammenhang bisher nicht empirisch bestätigt werden 

[69]. 

 

Das zur Interleukin-1-Zytokinfamilie gehörende IL-1β wird größtenteils von aktivierten Makro-

phagen synthetisiert [70]. Seine Wirkung vermittelt IL-1β durch die Bindung an Interleukin-1-

Rezeptor-1 (IL-1R1) und Interleukin-1-Rezeptor-2 (IL-1R2), die beide sowohl in membrange-

bundener als auch löslicher Form vorkommen [70]. IL-1R1 wird von Fibroblasten, T-Lymphozy-

ten und Gefäßendothelzellen gebildet, wohingegen sich IL-1R2 insbesondere auf den Zellen der 

Blutbildung sowie B-Lymphozyten findet [70]. Während IL-1R1 über MyD88-stimulierte Sig-

nalwege intrazelluläre Prozesse reguliert, ist IL1-R2 ein Köderrezeptor ohne gekoppelte intrazel-

luläre Wirkung – seine Expression auf Zellen wirkt demzufolge hemmend auf die umliegenden 

IL-1R1 [70]. An IL-1R1 gebundenes IL-1β bewirkt als entzündungsfördernder Mediator eine 

Freisetzung von Vasodilatatoren und chemotaktischer Stoffe, wodurch eine verstärkte Leukozy-
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teneinwanderung erreicht wird [70]. Über die Bildung entzündungsfördernder Prostaglandine in-

duziert 1L-1β eine Erhöhung der Körperkerntemperatur bis zum Fieber [71]. Zur Eignung des IL-

1β als diagnostischer Sepsismarker wurden bisher keine klinischen Studien veröffentlicht.  

 

IL-6 konnte als einziges Zytokin Relevanz als klinisch-chemischer Parameter in der Praxis etab-

lieren [72]. Insbesondere wird es im Bereich der pädiatrischen Intensivmedizin eingesetzt, da bei 

Neonaten die eingeschränkte Leberfunktion eine deutlich reduzierte Akute-Phase-Antwort be-

dingt, wodurch CRP und PCT keine vergleichbaren Anstiege wie bei erwachsenen Patienten zei-

gen [72]. Das Zytokin wird hauptsächlich in Monozyten und Makrophagen produziert, kann aber 

auch von B- und T-Lymphozyten, Endothelzellen sowie von Binde- und Fettgewebe sezerniert 

werden [73]. Man unterscheidet bei der IL-6-Wirkung den klassischen Signalweg vom trans-Sig-

nalweg [74]. Der klassische Signalweg vermittelt antiinflammatorische Wirkungen über den 

membrangebundenen Interleukin-6-Rezeptor (mIL-6R) und ist limitiert auf Zellen mit Expression 

von mIL-6R [73, 74]. Dagegen wirkt der trans-Signalweg über den löslichen Interleukin-6-Re-

zeptor (sIL-6R), welcher über das ubiquitär gebildete Glykoprotein-130 auch an Zellen ohne mIL-

6R binden und dort proinflammatorische Effekte bewirken kann [73, 74]. Wichtige systemische 

Wirkungen des IL-6 sind etwa die Initiierung der Akuten-Phase-Reaktion und die Modulierung 

von Zellbildung und -differenzierung im Rahmen der Entzündung [73, 74]. Septische Patienten 

zeigen erhöhte Serumspiegel von Interleukin-6, die mit Krankheitsschwere und dem Patienten-

outcome korrelieren [75, 76]. Zur diagnostischen Validität bei erwachsenen septischen Patienten 

existieren einige Studien, die einen Vorteil in der diagnostischen Präzision gegenüber den Akute-

Phase-Proteinen anzeigen [67, 77, 78]. Allerdings gibt es auch hier Störvariablen. So steigt der 

IL-6-Serumspiegel selbst nach gering invasiven chirurgischen Eingriffen und im Rahmen einer 

Transplantatreaktion signifikant an [79, 80].   

 

1.4.3 Intensivmedizinische Scores 

Ein medizinischer Bewertungswert (Score) ist eine Erhebung, die verschiedene Messwerte unter-

schiedlicher physikalisch-chemischer Einheiten auf einen Punktwert reduziert, um eine spezifi-

sche Fragestellung zu beantworten. In der Intensivmedizin werden verschiedene Scoring-Systeme 

zur Beurteilung der Patienten eingesetzt. Häufige Anwendung finden der Vereinfachte-Akut-Phy-

siologie-Bewertungswert (Simplified Acute Physiology Score, SAP-Score) sowie der SOFA-

Score. 

 

Der SAP-Score in der revidierten zweiten Version fasst Alter sowie einige Vital- und Laborpara-

meter zusammen, um den allgemeinen gesundheitlichen Zustand des Patienten auf einer Punk-

teskala von 0 bis 163 zu beschreiben [81]. Ein höherer Punktwert zeigt hierbei eine schlechtere 
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körperliche Verfassung an [81].. Entwickelt wurde der Score für die Einschätzung von Probanden 

klinischer Studien, anschließend folgte die Validierung für die Verwendung als klinischer Prog-

noseschätzer [82, 83]. 

 

Der SOFA-Score dagegen wurde initial entworfen, um den progredienten Organausfall bei inten-

sivmedizinischen Patienten im Zeitverlauf abzubilden [84]. Aus sechs Vital- und Laborparame-

tern wird hier ein Punktwert von 0 bis 34 bemessen, der ebenfalls mit einem schlechterem Allge-

meinzustand ansteigt [84]. Auch für den SOFA-Score wurde in einigen Studien der Nutzen für 

die Prognosestellung untersucht und bestätigt [84-86]. 

 

Insgesamt handelt es sich sowohl beim SAP- als auch SOFA-Score um gut validierte Werkzeuge 

zur Prognoseabschätzung bei kritisch kranken Patienten, ihre Wertigkeit in der Diagnosefindung 

wurde dagegen bislang nicht diskutiert.  

 

1.4.4 miRNAs 

Mikro-Ribonukleinsäuren (Micro Ribonucleic Acid, miRNA) sind kurzkettige Nukleinsäuren mit 

einer Länge von 18-24 Basenpaaren, die nicht selbst in Eiweiße translatiert werden, sondern in 

der Steuerung der Genexpression wirksam sind. Hierfür kann eine miRNA durch Bindung an 

bestimmte intrazelluläre Proteine einen miRNA-induzierten Silencing-Komplex (miRNA-In-

duced Silening Complex, miRISC) bilden [87]. Der miRISC als funktionelle Einheit bindet dann 

an Boten-Ribonukleinsäuren (Messenger Ribonucleic Acid, mRNA); in Abhängigkeit von der 

Komplementarität der Basenpaare kommt es dadurch zur Hemmung der Translation oder Zerstö-

rung der mRNA [87]. Insgesamt sind derzeit (Stand 03/2022) 1917 verschiedene miRNAs beim 

Menschen bekannt [88].  

 

Entsprechend ihrer Funktion finden sich miRNAs im Zytosol; sie konnten jedoch auch in allen 

anderen Körperflüssigkeiten nachgewiesen werden, wobei unklar ist, ob freie miRNA eine biolo-

gische Funktion hat [89]. Mit Nachweis der freien miRNA stellte sich die Frage nach der Eignung 

als Biomarker, zuerst im Bereich der Onkologie. Hier gibt es bereits zahlreiche Studien, die 

miRNA-Spiegel als sowohl diagnostische als auch prognostische Tumormarker validieren [90]. 

Auch im Bereich der Sepsisdiagnostik wurden einige Studien zur Eignung spezifischer miRNAs 

durchgeführt. Bei genauerer Betrachtung der Literatur fällt auf, dass die in den Untersuchungen 

erhobenen Daten zum Teil widersprüchlich sind [91-95]. Zwar konnte in den Studien jeweils für 

spezifische miRNAs ein Anstieg der Serumkonzentration bei septischen Patienten festgestellt 

werden, eine Bestätigung der postulierten miRNA-Marker über mehrere Studien hinweg gelang 
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jedoch bisher nicht. Neben den unterschiedlichen zugrunde liegenden Sepsisdefinitionen kann 

eine mögliche Erklärung in der diffizilen Quantifizierung von miRNAs liegen.   

 

1.5 miRNA-Quantifizierung mittels qRT-PCR  

Um miRNAs als Biomarker für Erkrankungen wissenschaftlich untersuchen und gegebenenfalls 

langfristig auch in der klinischen Praxis nutzen zu können, ist eine zuverlässige Quantifizierungs-

methode vonnöten. Mit der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (Quantitative Real-

Time Polymerase Chain Reaction, qRT-PCR) steht den Laboren hierfür ein etabliertes Bestim-

mungsverfahren zur Verfügung.  

Zur Quantifizierung einer spezifischen doppelsträngigen DNA mittels qRT-PCT wird die aufbe-

reitete Probe mit thermostabiler DNA-Polymerase, dem für die Reaktion notwendigen Substrat 

und Primern versetzt [96]. Primer sind kurze Oligonukleotide, deren Basenabfolge komplementär 

zu den Einzelsträngen der zu untersuchenden Nukleinsäure ist [96]. Für die Untersuchung von 

RNA-Proben muss vor Durchführung einer qRT-PCR die RNA in komplementäre DNA (com-

plementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden. Hierfür wird die Probe mit dem ursprünglich 

in Retroviren entdeckten Enzym Reverse Transkriptase versetzt [97]. Die Erhitzung der cDNA-

Probe und das anschließende Abkühlen in einem Thermocycler führen zur Aufspaltung des Dop-

pelstranges und Bindung der Primer an die komplementären Einzelstränge, sodass nach einer er-

neuten Temperaturanpassung die DNA-Polymerase den gebundenen Primer-Strang vervollstän-

digt [96]. An die nun doppelsträngige DNA kann sich ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff 

anlagern, dessen Fluoreszenzausbeute hierdurch zunimmt [98]. Dies kann über eine optische 

Messeinrichtung im Thermocycler über den Verlauf der PCR gemessen werden [96]. 

Durch Wiederholung dieser Reaktionszyklen kommt es zur Vervielfältigung des ursprünglichen 

Probenmaterials mit initial exponentiellem Anstieg gefolgt von einer Sättigungsphase durch er-

schöpfte Substrat- und Primermengen [96]. Analog zur zunehmenden DNA-Menge steigt auch 

die Menge interkalierten Farbstoffs und somit die Lichtemission an. Überschreitet die gemessene 

Lichtmenge einen definierten Grenzwert, wird dies als qualitativer Nachweis für das jeweils un-

tersuchte Gen gewertet. Die Zahl der benötigten Replikationszyklen bis zum Überschreiten des 

Grenzwerts, der Schwellen-Zyklus (cycle threshold, Ct), gibt dann eine semiquantitative Aus-

kunft über die ursprüngliche Substratmenge [99].  

 

1.5.1 Housekeeper 

Um die Qualität quantitativer Bestimmungen zu verbessern, müssen in den Proben konstitutiv 

exprimierte Gene (housekeeping genes, Housekeeper) als interne Kontrolle mitbestimmt werden 

[99, 100]. Die Expression des Zielgens wird dann innerhalb der Probe zur Housekeeperexpression 

ins Verhältnis gesetzt, um interindividuelle biologische Varianz sowie systemische Fehler, die im 
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Rahmen der Probenbearbeitung entstehen, zu korrigieren [100, 101]. Hierbei muss eine von den 

Versuchsbedingungen unabhängige, stabile Expression des Houskeepers gewährleistet sein, da 

ansonsten die Normalisierung fehlschlägt und die Qualität des Datensatzes erheblich gemindert 

wird [102]. Aufgrund der geringen Zahl an Basenpaaren und der typischen räumlichen Haarnadel-

Struktur von miRNAs sind die in der DNA-Analytik häufig genutzten, deutlich längeren Hous-

ekeeper untauglich [102]. Hier ist eine Anpassung für miRNA-Studien notwendig; prinzipbedingt 

eignen sich durch analoge biochemische Eigenschaften hierfür insbesondere andere miRNAs 

[102, 103]. Problematisch für die Auswahl eines Housekeepers für Studien unter septischen Be-

dingungen ist der Umstand, dass in stark inflammatorisch geprägten Milieus konstitutiv expri-

mierte Housekeeper alterniert sein können, die durch andersartige Experimentalbedingungen 

kaum beeinflusst werden [104-106].  

 

1.5.2 ddPCR 

Eine Alternative zur Housekeeper-abhängigen Quantifizierung von Nukleinsäuren mittels qRT-

PCR ist die absolute Quantifizierung per digitaler Tröpfchen-Polymerasekettenreaktion (Digital 

Droplet Polymerase Chain Reaction, ddPCR).  

Bei dieser Variante der PCR wird vor Eingabe der Probe in den Thermocycler durch Zugabe von 

Öl eine Wasser-in-Öl-Emulsion hergestellt [107]. Durch spezielle technische Verfahren wird an-

schließend das Probenvolumen in dieser Emulsion auf etwa zwanzigtausend Tröpfchen mit einem 

Volumen von einem Nanoliter aufgeteilt [107]. In jedem Tröpfchen läuft nun im Thermocycler 

separat voneinander die Amplifikation der cDNA ab [107]. Hierbei finden keine Zwischenmes-

sungen statt; Amplifikation und Messung sind getrennte Experimentalschritte [107]. Nach Ab-

schluss einer vordefinierten Anzahl an PCR-Zyklen wird nun die Probe, vergleichbar mit der 

Durchflusszytometrie, über feine Kapillaren geführt und die Fluoreszenzantwort jedes Tröpf-

chens separat bestimmt [107]. Die Verteilung der cDNA-Moleküle bei der Generierung der 

Tröpfchen folgt der Poisson-Verteilung, sodass sich die absolute Anzahl an Nukleinsäuremole-

külen statistisch berechnen lässt [107]. Durch die absolute Quantifizierung besteht bei der ddPCR 

keine Notwendigkeit, einen Housekeeper zu verwenden. Die ddPCR ist demzufolge auch für Un-

tersuchungen geeignet, für deren Experimentalbedingungen noch keine validierte Referenznuk-

leinsäure vorliegt.  
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1.6 Zielstellung 

Die Rolle der miRNAs für die Diagnostik der Sepsis ist insgesamt unklar. Zwar wurden bereits 

Studien publiziert, die einen diagnostischen Mehrwert gegenüber anderen molekularen Markern 

postulieren, den Weg in die Routinediagnostik fand dies bisher jedoch nicht. Die in diesem The-

menfeld bislang durchgeführten Untersuchungen, die maßgeblich auf eine Quantifizierung der 

miRNAs mittels qRT-PCR setzten, weisen nur eine eingeschränkte externe Validität auf. Durch 

die Verwendung nicht validierter Referenznukleinsäuren ist die Übertragbarkeit der Datensätze 

stark eingeschränkt. Zudem fand selten ein unmittelbarer Vergleich mit anderen diagnostischen 

Verfahren statt, was die abschließende Bewertung erschwert. Eine Zielstellung dieser Arbeit war 

daher, mittels einer Housekeeper-unabhängigen Methode zu evaluieren, welches Potenzial miR-

NAs für die Sepsisdiagnostik bieten. Zur besseren Einordnung der Ergebnisse wurden WBC, 

CRP, proinflammatorische Zytokine sowie SOFA- und SAP-Score bei derselben Studienkohorte 

erhoben. Um die Aussagekraft der Studie zu erhöhen, wurde die Kohorte der Sepsispatienten mit 

zwei Kontrollgruppen verglichen: neben einer Kontrollgruppe bestehend aus gesunden Proban-

den wurde zusätzlich eine zweite Kontrollgruppe aus nichtseptischen Intensivpatienten in die Stu-

die integriert. 

 

Damit bei möglicher hoher diagnostischer Güte eines miRNA-Markers weitere Studien und eine 

Implementierung in die Routinediagnostik gelingen können, muss eine Quantifizierung mittels 

qRT-PCR ermöglicht werden, die das etablierte Standardverfahren in wissenschaftlichen und kli-

nisch-chemischen Laboren darstellt. Entsprechend war eine weitere Zielstellung der vorliegenden 

Arbeit die Identifizierung eines geeigneten Housekeepers für miRNA-Studien unter septischen 

Bedingungen. Auf Basis von Zellkulturproben im inflammatorischen Milieu wurde mittels Hoch-

durchsatz-Sequenzierung nach besonders stabilen miRNAs gesucht. Anschließend wurden die 

Ergebnisse mittels qRT-PCR und ddPCR-Versuchen validiert. Zur Prüfung eines potentiellen 

Einflusses des Zelltyps auf die miRNA-Expression wurde die Untersuchung sowohl mit der en-

dothelialen Zelllinie TIME als auch mit der Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 durchgeführt, um 

so nicht nur milieu-, sondern auch gewebespezifische Haushaltsgene zur Verfügung zu stellen.  
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2 Diskussion 

2.1 miRNAs in der Sepsis-Diagnostik 

Auch für die moderne Medizin stellt die Behandlung septischer Patienten mit ihrer komplexen 

Pathophysiologie und den vielfältigen akuten und chronischen Folgeschäden eine Herausforde-

rung dar. Für das Outcome der Patienten ist dabei entscheidend, dass die Behandlung nicht durch 

einen langen Diagnoseprozess verzögert wird [28, 29]. Durch einen idealen Biomarker könnte die 

Diagnosefindung deutlich vereinfacht und beschleunigt werden. Die etablierten Entzündungszei-

chen wie CRP oder WBC sind jedoch unspezifisch und können für sich stehend weder eine Di-

agnose sichern noch ausschließen. Die Identifizierung neuer Laborparameter mit höherer Sensi-

tivität und Spezifität für Sepsis ist daher eines der vorrangigen Forschungsziele zur Verbesserung 

der Patientenversorgung [32].  

 

Die miRNAs sind eine vielfach diskutierte Molekülklasse, für die jedoch häufig in Studien an 

Sepsispatienten kein diagnostischer Mehrwert belegt werden konnte. Einige wenige Autoren be-

schreiben für ausgewählte miRNAs herausragende Eigenschaften [91-95]. Bei kritischer Prüfung 

dieser Forschungsliteratur fällt jedoch auf, dass bezüglich der möglichen Marker-miRNAs große 

Uneinigkeit besteht [91-95]. Trotz weitgehender methodischer Überschneidung kommen die Stu-

dien mit jeweils hoher statistischer Effektstärke und Signifikanz zu widersprüchlichen Ergebnis-

sen, sodass eine abschließende Bewertung bisher nicht möglich war. Diese inkonsistente Daten-

lage könnte durch fehlerhafte Normalisierung von Rohdaten zu erklären sein. Das häufig in Stu-

dien zur Quantifizierung von miRNAs genutzte Verfahren der qRT-PCR erfordert diesen Daten-

bearbeitungsschritt, um biologische Schwankungen und Ungenauigkeiten in der manuellen 

Durchführung der Experimente zu korrigieren [99]. Dabei ist die Qualität der normalisierten Da-

ten unmittelbar vom gewählten Housekeeper abhängig, einer Nukleinsäure mit möglichst von den 

Experimentalbedingungen unabhängiger Expression. Für die Studien zur Sepsisdiagnostik wur-

den zwar grundsätzlich für miRNA-Quantifizierungen geeignete kleine nichtkodierende Nukle-

insäuren wie U6 ausgewählt. Allerdings ist keiner der genutzten Housekeeper für ein septisches 

Milieu validiert. Es ist bekannt, dass unter dem Einfluss eines stark inflammatorisch geprägten 

Milieus auch sonst konstitutiv exprimierte Nukleinsäuren verändert sein können [105, 106]. Mit 

ungetesteten Housekeepern normalisierte Datensätze können daher nur als Screeningdaten ver-

wendet werden und bedürfen einer weiteren experimentellen Bestätigung.  

 

Um eine mögliche Nutzung von miRNAs in der Sepsisdiagnostik kritisch zu überprüfen, führten 

wir daher eine Validierungsstudie durch. Hierfür wurden zwölf Patienten mit gesicherter Sepsis 

und zwölf Patienten mit intensivmedizinischem Betreuungsbedarf ohne Sepsis auf unserer anäs-
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thesiologisch geführten Intensivstation bei Aufnahme Blutproben entnommen. Als weitere Kon-

trollgruppe wurden zudem zwölf Blutspender des universitätseigenen Blutspendedienstes in die 

Studie eingeschlossen. Um einen direkten Vergleich mit etablierten Laborparametern zu ermög-

lichen, bestimmten wir bei jedem Patienten CRP und WBC sowie die Konzentrationen der Zyto-

kine IL-1β, IL-6, TNF-α und IFN-γ im Serum. Zusätzlich wurden SOFA- und SAP-Score zum 

Zeitpunkt der Übernahme auf die Intensivstation dokumentiert. 

 

Aufgrund der großen Zahl im menschlichen Serum nachweisbarer miRNAs war es notwendig 

eine Vorauswahl zu treffen. Hierfür nutzten wir ein zweistufiges Verfahren mit Literaturrecherche 

und einem experimentellen Screening mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung bei unserer eigenen 

Studienkohorte. Da zum Zeitpunkt der Untersuchung kein validierter Housekeeper für miRNA-

Experimente in septischen Milieus vorlag, verwendeten wir die ddPCR als alternatives Bestim-

mungsverfahren. Hier ist keine Housekeeper-basierte Normalisierung erforderlich. Zusätzlich 

bietet die Methode den Vorteil einer absoluten Quantifizierung der miRNA-Kopienzahl im Se-

rum. Hierdurch konnte eine hohe Qualität der Datensätze gewährleistet werden, insbesondere un-

ter Berücksichtigung der besonderen Eignung für niedrigkonzentrierte miRNAs, wie es bei den 

vorliegenden Serumproben der Fall war [108]. 

 

Für die klassischen Laborparameter zeigten sich die Daten analog zu den zuvor publizierten Stu-

dien [34-37, 46, 47]. Die vorbekannten Beschränkungen bezüglich Sensitivität und Spezifität 

durch zahlreiche Störfaktoren [34-36, 50-54] führten auch in unserer Kohorte zu limitierter diag-

nostischer Genauigkeit. So konnte lediglich ein Trend, aber kein signifikanter Unterschied in der 

CRP-Konzentration zwischen septischen und nichtseptischen Intensivpatienten nachgewiesen 

werden. Ein statistisch gesicherter Unterschied konnte für den WBC bestimmt werden, sodass 

hier eine Abschätzung der diagnostischen Aussagekraft mittels Grenzwertoptimierungskurve 

(Receiver Operating Characteristic Curve, ROC-Kurve) durchgeführt wurde. Es ergab sich ein 

Flächenintegral (Area Unter The Curve, AUC) von 0,78 ± 0,11. Dies zeigt eine hinreichende, 

aber nicht uneingeschränkte diagnostische Genauigkeit an. Auch für die untersuchten Zytokine 

ergab sich, wie in der Forschungsliteratur zuvor beschrieben, keine eindeutige Distinktionsfähig-

keit zwischen den verschiedenen Studienkohorten [65-67]. Lediglich das in der klinischen Praxis 

etablierte IL-6 zeigte eine deutliche Abgrenzung der Patientenkohorten gegenüber den gesunden 

Blutspendern. Allerdings lag kein signifikanter Unterschied zwischen den nichtseptischen und 

septischen Patienten vor, daher führten wir keine ROC-Analyse durch.  

 

Für die in die Untersuchung eingeschlossenen intensivmedizinischen Scoring-Systeme SOFA 

und SAP lagen keine Voruntersuchungen zur Eignung als diagnostische Parameter vor; sie wur-

den bisher vorrangig als prognostische Marker diskutiert [82-86]. Dennoch zeigten sich zwischen 
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septischen und nichtseptischen Patienten ein signifikanter Unterschied. Für den SOFA-Score 

ergab sich zudem eine geringfügige diagnostische Überlegenheit gegenüber dem WBC mit einer 

AUC von 0,80 ± 0,09.  

 

Im Literaturscreening identifizierten wir sechs potenzielle miRNA-Sepsismarker (miR-26b-5p, 

miR-122-5p, miR-143-3p, miR-146a-5p, miR-193-3p und miR-223-3p), für die eine mögliche 

Eignung als diagnostischer Parameter beschrieben wurde [91-95]. Mittels Hochdurchsatz-Se-

quenzierung von Serumproben der eigenen Studienkohorte konnten miR-486-3p und miR-486-

5p als weitere Kandidaten vorselektiert werden. In der anschließenden Validierung wurde für 

miR-26b-5p und miR-193-3p ein signifikanter Unterschied in der Kopienzahl im Serum zwischen 

septischen und nichtseptischen Patienten nachgewiesen. Einschränkend ist dabei zu erwähnen, 

dass sich die Kopienzahl im Serum der gesunden Blutspender nicht signifikant von denen der 

Sepsispatienten unterschied. Hier zeigte sich für miR-193-3p zumindest ein Trend. In der ROC-

Kurvenanalyse wurde für miR-26-3p eine AUC von 0,80 ± 0,10 ermittelt, welche vergleichbar 

mit dem Wert des SOFA-Score ist. Für miR-193-3p ergab sich eine etwas höhere diagnostische 

Genauigkeit von 0,85 ± 0,08. Für alle anderen betrachteten miRNAs konnte keine Eignung als 

diagnostischer Marker festgestellt werden.  

 

Die erzielten Daten belegen, dass der Zugewinn an diagnostischer Genauigkeit durch Analyse 

von Serum-miRNAs eingeschränkt ist. Zwar zeigte miR-193-3p durchaus eine Verbesserung des 

AUC-Werts gegenüber dem WBC, dennoch ist dies mit Blick auf den fehlenden signifikanten 

Unterschied zwischen gesunden und septischen Probanden kritisch zu bewerten. Eine deutlichere 

Verbesserung der Aussagekraft konnte hingegen durch die Ergänzung des SOFA-Scores um die 

Serum-Kopienzahl von miR-193-3p erreicht werden. So stieg bei einem modifizierten SOFA-

Score, bei dem für eine um zwei Standardabweichungen erhöhte Kopienzahl ein Punkt und pro 

weitere Standardabweichung ein weiterer Punkt auf den Bemessungswert addiert wurde, die AUC 

auf 0,91 ± 0,06. Diese Zunahme an diagnostischer Zuverlässigkeit ist als klinisch relevant einzu-

stufen. 

 

Aus den oben dargelegten Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass die Kopienzahl einzelner 

miRNAs als alleiniges diagnostisches Kriterium für ein komplexes und individuell ausgeprägtes 

Syndrom, wie es die Sepsis darstellt, nicht geeignet ist. Die etablierten Scoring-Systeme, obgleich 

nicht für diagnostische Zwecke optimiert, konnten vergleichbare Genauigkeiten bei geringerem 

Aufwand der Bestimmung erreichen. Da bereits eine geringfügige Modifikation des SOFA-

Scores eine relevante Verbesserung bewirkte, sollte zukünftig geprüft werden, ob ein umfassend 

neu gestalteter, auf die frühe Erkennung der Sepsis hin optimierter Score hier noch bestehendes 

Optimierungspotenzial ausschöpfen kann.  
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2.2 Housekeeper für miRNA-Quantifizierung mittels qRT-PCR 

Mit der ddPCR konnten wir für die oben beschriebene Studie eine sichere Quantifizierung der 

miRNAs auch ohne Housekeeper für septische Milieus durchführen. Allerdings ist die Verfüg-

barkeit dieser Methode eingeschränkt. Zudem sind die Kosten pro Bestimmung im Vergleich zur 

qRT-PCR erheblich höher. Um Folgeuntersuchungen zu miRNAs in septischen Milieus zu ver-

einfachen und eine mögliche klinische Nutzung perspektivisch zu ermöglichen, bedarf es also 

validierter Referenznukleinsäuren für miRNAs für Proben in inflammatorisch hochaktiven Mili-

eus. Zu diesem Zweck führten wir eine experimentelle Studie zur Identifizierung geeigneter kon-

stitutiv exprimierter Nukleinsäuren auf Basis von Zellkulturproben durch.  

 

Ein idealer Housekeeper wird konstitutiv und unabhängig von äußeren Einflüssen exprimiert, 

zeigt also keinerlei inter- oder intraindividuelle Konzentrationsschwankungen. Zugleich sollten 

die biochemischen Eigenschaften vergleichbar mit der Ziel-Nukleinsäure sein, um Verzerrungen 

durch eine abweichende Effektivität der DNA-Polymerasen zu vermeiden [102, 103]. Daher be-

schränkten wir uns in der Studie auf miRNAs und schlossen andere, nicht-kodierende kleine Nuk-

leinsäuren vorab aus.  

 

Die in vitro-Untersuchungen erfolgten an Zelltypen, welche in der Pathophysiologie der Sepsis 

von Bedeutung sind: Endothelzellen und Makrophagen. Zum Einsatz kam die humane Telome-

rase-immortalisierte Endothelzelllinie TIME und die murine Makrophagenzelllinie RAW264.7. 

Um ein septisches Milieu zu simulieren wurden die Endothelzellen mit einem Zytokinmix (IL-

1β, TNF-α, IFN-γ) und die Makrophagen mit LPS aus Escherichia coli stimuliert. Zudem erfolgte 

eine Supplementierung mit den inflammationsmodulierenden ungesättigten Fettsäuren Arach-

idonsäure und Dokosahexaensäure. Anschließend führten wir eine Hochdurchsatz-Sequenzierung 

durch, um eine Vorauswahl potenzieller Housekeeper treffen zu können. Aufgrund ihrer stabilen 

Expression wurden für die humanen Endothelzellen let-7g-5p, let-7i-5p, miR-106b-3p, miR-127-

3p und miR-151a-5p und für die murinen Makrophagen miR-10a-5p, miR-16-5p, miR-27b-3p, 

miR-103a-3p und miR-423-3p vorausgewählt. Es folgte ein zweistufiges Validierungsverfahren, 

bei dem sowohl qRT-PCT als auch ddPCR eingesetzt wurden. Hier konnten die Ergebnisse aus 

der Sequenzierung weitgehend bestätigt werden. Lediglich für miR-106b-3p und miR-10a-5p 

wurden stärkere Schwankungen in der Expression festgestellt, die gegen eine Verwendung als 

Referenznukleinsäure sprechen. Aufgrund ihrer Stabilität besonders geeignet zeigten sich miR-

151a-5p für die Endothelzellen und miR-27b-3p und miR-103a-3p für die Makrophagen. Interes-

santerweise wurden die miRNAs miR-103a-3p und miR-151a-5p bereits als Referenzgene für 

andere Gewebe und Zellkulturen diskutiert; lediglich für miR-27b-3p liegt keine entsprechende 

Voruntersuchung vor [109-113]. Zur Absicherung der Ergebnisse wurde eine Prüfung auf Plau-
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sibilität mittels in silico-Analyse potenzieller genomischer Bindungsstellen und damit Regulati-

onsmechanismen durchgeführt. Hierbei ergab sich für alle miRNAs eine nachgewiesene oder 

mögliche Interaktion mit zahlreichen biologischen Prozessen, mit Ausnahme von miR-423-3p 

aber keine Assoziationen zu Inflammationskaskaden.  Es besteht somit kein mechanistischer Zu-

sammenhang der postulierten Housekeeper-miRNAs zu biologischen Abläufen im Rahmen einer 

Entzündungsreaktion. Somit können die Ergebnisse der Studie als plausibel betrachtet werden. 

 

Um eine hohe Sicherheit bei der Auswahl der Housekeeper zu gewährleisten, wurden in dieser 

Studie mehrere Methoden kombiniert. Die Ergebnisse der Hochdurchsatz-Sequenzierung wurden 

mit einem zweistufigen Validierungverfahren geprüft und die anschließende in silico-Analyse 

konnte für die Housekeeper zudem eine Einbindung in Entzündungsreaktionen ausschließen. Der 

Umstand, dass keine gemeinsame Referenznukleinsäure für Endothelzellen und Makrophagen 

identifiziert werden konnte, bekräftigt jedoch die zuvor diskutierte Notwendigkeit einer gewebe- 

und milieuspezifischen Auswahl der Housekeeper [114, 115]. Bei Analysen von menschlichen 

Serumproben ist zu beachten, dass das hier vorzufindende miRNA-Profil vorrangig Ergebnis des 

gesamten Zellumsatzes ist und somit von zahlreichen Gewebefraktionen beeinflusst wird. Inso-

fern beschränkt sich die Anwendung der von uns benannten miRNA-Housekeeper auf entzün-

dungsbezogene Zellkulturstudien an den entsprechenden Zelltypen; dennoch bilden sie eine Basis 

für weitere Untersuchungen an anderen Probenarten.  

 

2.3 Ausblick 

Schlussfolgernd lässt sich sagen, dass die alleinige Bestimmung einzelner miRNAs für die Diag-

nostik der Sepsis keine genügende Sicherheit bieten kann; vielmehr scheinen zusammengesetzte 

Scoring-Systeme der komplexen Pathophysiologie eher gerecht zu werden. Der SOFA-Score - 

obwohl eigentlich für prognostische Zwecke entworfen und optimiert - zeigte bereits durch eine 

einfache Modifikation mit Ergänzung der miRNA miR-193-3p eine sehr hohe diagnostische Güte. 

Ein mit entsprechender Fokussierung auf diagnostische Aussagekraft entworfener Score aus meh-

reren Parametern kann demzufolge ein alternativer Lösungsansatz für das Biomarkerproblem dar-

stellen. Hier könnte auch miR-193-3p eine Komponente sein, die zwar alleinstehend nicht die 

Kriterien für einen optimalen Biomarker erfüllt, aber zumindest eine gewisse Unterscheidung 

zwischen septischen und nichtseptischen Patienten abbildet. Für Folgestudien, die miRNAs als 

Komponente einschließen, stehen nun erstmalig Housekeeper zur Verfügung, die auch unter in-

flammatorischen Bedingungen stabil exprimiert werden. Auch wenn die Validierung für mensch-

liche Serumproben noch ausstehend ist, konnte somit ein erster Schritt zur Verbesserung der Ver-

gleichbarkeit von Untersuchungen zu miRNAs in septischen Umgebungen erreicht werden.  
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4 Thesen 

 

1. Bisher konnte kein Biomarker identifiziert werden, der mit hoher Sensitivität und Spezi-

fität als alleinstehender Parameter eine sichere Diagnosestellung bei septischen Patienten 

ermöglicht. 

2. Die in der Literatur diskutierte Messung der Kopienzahl bestimmter miRNAs im Serum 

septischer Patienten ist als alleinstehendes diagnostisches Instrument den etablierten Pa-

rametern (WBC, CRP, PCT) und intensivmedizinischen Scoring-Systemen (SOFA-

Score, SAP-Score) nicht überlegen. 

3. Eine sichere und frühzeitige Diagnosestellung bei Sepsis kann derzeit nur über die Kom-

bination mehrerer Parameter sowie der klinischen Befunde und Bildgebung gewährleistet 

werden. 

4. Die Quantifizierung von miRNAs in einem septisch-inflammatorischen Milieu mittels 

qRT-PCR erfordert spezifisch für diese Fragestellungen und Zelltypen validierte Refe-

renznukleinsäuren mit vergleichbarer Zahl an Basenpaaren; alternativ kann die ddPCR 

als Housekeeper-unabhängige Methode angewendet werden. 

5. Für Untersuchungen an der humanen Endothelzelllinie TIME im septischen Milieu sind 

die miRNAs miR-151a-5p, let-7g-5p, let-7i-5p und miR-127-3p als Referenznukleinsäu-

ren geeignet. 

6. Für Untersuchungen an der murinen Makrophagenzelllinie RAW264.7 im septischen Mi-

lieu sind die miRNAs miR-16-5p, miR-27b-3p, miR-103a-3p und miR-423-3p als Refe-

renznukleinsäuren geeignet. 
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5 Publikation I 

 

Link F, Krohn K, Burgdorff AM, Christel A, Schumann J. (2020) Sepsis Diagnostics: Intensive 

Care Scoring Systems Superior to MicroRNA Biomarker Testing.  

Journal: Diagnostics (Impact Factor 2021/2022: 3,24) 

DOI: 10.3390/diagnostics10090701 

 

Zusammenfassung: 

Um eine Verzögerung des Behandlungsbeginns von Sepsispatienten zu vermeiden, bedarf es sen-

sitiver und spezifischer diagnostischer Marker, die ein schnelles Erkennen septischer Krankheits-

verläufe ermöglichen. Entsprechend werden verschiedene Laborparameter und Scoring-Systeme 

diskutiert, die in zahlreichen Studien separat, aber selten direkt vergleichend untersucht wurden. 

Insbesondere miRNAs wurden zuletzt in einigen Publikationen als potenzielle diagnostische In-

strumente vorgeschlagen. Aufgrund der hohen Varianz der bisher vorliegenden Ergebnisse war 

die Eignung im Bereich der Sepsisdiagnostik jedoch unklar. Ziel dieser Untersuchung war daher 

der strukturierte Vergleich klassischer diagnostischer Parameter mit ausgewählten miRNAs er-

hoben für dieselbe Patientenkohorte. Wir akquirierten für die Studie neben Sepsispatienten auch 

nichtseptische Intensivpatienten und Blutspender als gesunde Kontrollgruppe. Erhoben wurden 

klassische Inflammationsmarker, die intensivmedizinischen Scoring-Systeme SOFA-Score und 

SAP-Score, die Zytokine TNF-α, IL-1β, IL-6 und IFN-γ sowie einige vorausgewählte miRNAs. 

Insgesamt konnte für keinen der untersuchten Parameter eine herausragende diagnostische Eig-

nung festgestellt werden; die in Vorstudien beschriebene Eignung bestimmter miRNAs als Bio-

marker bestätigte sich nicht. Es zeigt sich, dass kein einzelner Parameter eine sichere Diagnostik 

gewährleisten kann. Vielmehr ist es notwendig, verschiedene Parameter im Kontext der klini-

schen Präsentation des Patienten zu interpretieren. 

 

Darstellung der Eigenleistung: 

Auswertung der Fallberichte, Literaturrecherche, Zytokin-Quantifizierung mittels ELISA, RNA-

Präparation, miRNA-Quantifizierung mittels ddPCR, statistische Auswertung der Datensätze, 

Mitverfassen des Artikeltexts. 
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6 Publikation II 

 

Link F, Krohn K, Schumann J (2019) Identification of stably expressed housekeeping miRNAs 

in endothelial cells and macrophages in an inflammatory setting.  

Journal: Scientific Reports (Impact Factor 2021/2022: 4,38)  

DOI: 10.1038/s41598-019-49241-7 

 

Zusammenfassung: 

Die bei der Quantifizierung von Nukleinsäure-Polymeren per quantitativer Echtzeit-Polymerase-

kettenreaktion (quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR) gewonnenen Rohda-

ten müssen mittels eines Housekeepers normalisiert werden, um vergleichbare Datensätze zu ge-

nerieren. Das Ziel der vorliegenden Studie war daher die Identifizierung von geeigneten Refe-

renznukleinsäuren zur Untersuchung von miRNAs in entzündlichen Milieus für Endothelzellen 

(Zelllinie: TIME) und Makrophagen (Zelllinie: RAW264.7). In der Versuchsgruppe wurden Zel-

len mit entzündungsmodulierenden Mediatoren (Zytokinen, Lipopolysacchariden und ungesättig-

ten Fettsäuren) behandelt; die Kontrollgruppe bildeten unbehandelte Zellen der gleichen Zelllinie. 

Die Vorauswahl geeigneter miRNAs wurde auf Basis einer Hochdurchsatz-Sequenzierung ge-

troffen und die Daten anschließend mittels qRT-PCT und digitaler Tröpfchen-Polymeraseketten-

reaktion (digital droplet polymerase chain reaction, ddPCR) validiert. Für die Endothelzelllinie 

TIME zeigten sich miR-151a-5p sowie let-7g-5p, let-7i-5p und miR-127-3-p stabil exprimiert und 

somit als Housekeeper geeignet. Für Experimente an der Makrophagenzelllinie RAW264.7 konn-

ten miR-27b-3p, miR-103a-3p, miR-16-5p und miR-423 als geeignete Housekeeper identifiziert 

werden.  

 

Darstellung der Eigenleistung: 

Vorbereitung der Experimente, RNA-Präparation; miRNA-Quantifizierung mittels qRT-PCR 

und ddPCR; statistische Auswertung der Datensätze, Mitverfassen des Artikeltexts. 
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Table�S1:�Summary�of�miRNAs�discussed�as�data�normalizers�in�different�human�studies�

Condition� miRNA� Source� Reference�

Bladder�cancer� miRͲ16Ͳ5p,�miRͲ193aͲ5p
miRͲ101,�miRͲ125aͲ5p,�miRͲ148b,�
miRͲ151Ͳ5p,�miRͲ181b,�miRͲ874�

Serum
Tissue�

doi:10.3892/mmr.2015.3428
doi:10.1371/journal.pone.0039309�

Breast�cancer� miRͲ16,�miRͲ425
letͲ7a,�miRͲ16�

miRͲ16Ͳ5p,�miRͲ29aͲ3p�

Blood
Tissue�
Tissue�

doi:10.1371/journal.pone.0083718
doi:10.1186/1471Ͳ2199Ͳ9Ͳ76�
doi:10.3390/ijms17020156�

Cervical�cancer� miRͲ23a,�miRͲ191
miRͲ151Ͳ5p,�miRͲ152Ͳ3p,�miRͲ423Ͳ3p�

Tissue
Tissue�

doi:0.3858/emm.2011.43.6.039
doi:10.1016/j.tranon.2018.12.010�

Chronic�kidney�
disease�

miRͲ16� Urinary�exosomes� doi:10.1371/journal.pone.0183435�

Colorectal�cancer� miRͲ191Ͳ5p
miRͲ25Ͳ3p,�miRͲ93Ͳ5p,�miRͲ106bͲ5p�

letͲ7g,�miRͲ27a,�miRͲ193aͲ5p�
miRͲ16,�miRͲ345�

miRͲ345,�miRͲ520d,�miRͲ1228�

Serum
Serum�
Tissue�
Tissue�

Tissue,�plasma,�
exosomes�

doi:10.1371/journal.pone.0083025
doi:10.1038/srep35611�

doi:10.1371/journal.pone.0150593�
doi:10.1186/1471Ͳ2407Ͳ10Ͳ173�
doi:10.1038/s41598Ͳ017Ͳ08784Ͳ3�

Diffuse�large�BͲcell�
lymphoma�

miRͲ24� Tissue� doi:10.1136/jclinpathͲ2012Ͳ201021�

Dihydrotestosterone�
treatment�

miRͲ16,�miRͲ1228Ͳ3p� Prostate�cells�lines�
RWPEͲ1,�LNCaP,�

22RV1,�DU145,�PCͲ3�

doi:10.1038/s41598Ͳ018Ͳ19458Ͳz�

Esophageal�cancer� miRͲ28Ͳ5p,�miRͲ34aͲ5p,�miRͲ186Ͳ5p� Tissue� doi:10.1007/s12032Ͳ016Ͳ0860Ͳ7�
Gastric�cancer� miRͲ16,�miRͲ93

miRͲ101Ͳ3p,�miRͲ140Ͳ3p�
Serum
Tissue�

doi:10.1007/s10620Ͳ011Ͳ1981Ͳ7
doi:�10.1016/j.gene.2017.04.016�

Heart�failure�/�
hypertension�

letͲ7i,�miRͲ16� Serum� doi:10.21037/jtd.2018.04.128�

Hepatitis�B� miRͲ22*,�miRͲ26a,�miRͲ221
miRͲ24Ͳ3p,�miRͲ151aͲ5p,�miRͲ425Ͳ5p�

Serum
Cell�line�HepG2�

doi:10.1007/s12033Ͳ011Ͳ9414Ͳ6
doi:10.1186/s13104Ͳ016Ͳ1848Ͳ2�

Kidney�cancer� miRͲ28,�miRͲ103,�miRͲ106a� Tissue� doi:10.1016/j.ab.2011.06.009�
Low/high�estrogen�

levels�
miRͲ188Ͳ5p,�miRͲ222Ͳ3p� Plasma� doi:10.1186/s13104Ͳ017Ͳ2636Ͳ3�

Lung�cancer� miRNAͲ192� Pleural�effusion� doi:10.3892/ol.2014.2404�
Major�depressive�

disorder�
miRͲ93Ͳ5p,�miRͲ101Ͳ3p� Plasma� doi:10.1016/j.jad.2013.12.035�

Neuronal�
differentiation�

miRͲ26b,�miRͲ103,�miRͲ106b� Cell�lines�SKͲNͲ
BE(2)C,�neuroͲ2a,�
NG108Ͳ15,�PC12;�
ENStemͲA�neural�
progenitor�cells�

doi:10.1016/j.neuroscience.2011.10.024�

Ovarian�cancer� miRͲ191Ͳ5p� Tissue� doi:10.1111/jcmm.12927�
Prostate�cancer� miRͲ191�

miRͲ130b�
Urine�sediments

Tissue�
doi:�10.1155/2015/973597

doi:10.3858/emm.2010.42.11.076�
Stable�coronary�
artery�disease�

miRͲ4516,�miRͲ6090� Plasma� doi:10.5603/CJ.2016.0109�

Thyroid�cancer� miRͲ99aͲ5p,�miRͲ151aͲ3p,�miRͲ197Ͳ
3p,�miRͲ214Ͳ3p�

Aspiration�smears� doi:10.3892/or.2016.5113�

Training�status� miRͲ320d� Plasma� doi:10.1038/s41598Ͳ019Ͳ38505Ͳx�
Vulvar�cancer� miRͲ93Ͳ5p,�miRͲ425Ͳ5p� Plasma� doi:10.1177/1010428317717140�

�
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