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1 Einleitung 

1.1 Die Pneumonie  

Die Pneumonie ist definiert als eine infektiöse oder inflammatorische Entzündung des 

alveolären und/oder des interstitiellen Lungenparenchyms.1 Diese Entzündungsreaktion kann 

zu perivaskulären und interstitiellen Ödemen mit Rekrutierung von Entzündungszellen führen, 

welche als Folge eine Beeinträchtigung der Membranpermeabilität mit 

Gasaustauschstörungen in der Lunge haben kann.2 Die Pneumonie ist eine relevante 

Erkrankung: Jährlich gibt es weltweit etwa 450 Millionen Fälle, worunter etwa 4 Millionen 

Menschen versterben. Dies macht sie zu einer den 10 häufigsten Todesursachen.3, 4 Folgende 

Ergebnisse unterstreichen die epidemiologische Relevanz: Eine Auswertung von 

Krankenkassendaten in Deutschland ergab eine Inzidenz der ambulant erworbenen 

Pneumonie (s.u.) von 9,7 pro 1 000 Patientenjahre (entsprechend mehr als 660 000 

Patienten/Jahr), eine Hospitalisierungsrate von 46,5% und eine Gesamt-30-Tage-Letalität von 

12,9%. Zusätzlich zeigen stationär aufgenommene Patienten gegenüber ambulant geführten 

eine höhere Letalitätsrate.5  

Man kann die Pneumonie aufgrund ihrer Ätiologie in verschiedene Gruppen einteilen: 

ambulant oder nosokomial erworbene, die Pneumonie bei Immunsupprimierten oder die 

beatmungsassoziierte Pneumonie.1, 6  

Risikofaktoren, an einer ambulant erworbenen Pneumonie (CAP, community-acquired 

pneumonia) zu erkranken, sind ein zunehmendes Lebensalter, das männliche Geschlecht, 

Nikotinabusus sowie eine Kombination von chronischen Komorbiditäten wie neurologische 

oder respiratorische Vorerkrankungen.5, 7 

Die ambulant erworbene Pneumonie wird von der nosokomialen Pneumonie (HAP, hospital-

acquired pneumonia) unterschieden. Die HAP ist definiert durch eine nach >48 Stunden 

auftretende Pneumonie nach Krankenhausaufnahme oder bei Patientinnen und Patienten*, bei 

denen der letzte Krankenhausaufenthalt bis zu 3 Monaten zurückliegt.6  

Des Weiteren gibt es die Pneumonie bei schwer immunsupprimierten Patienten (pneumonia 

in the immunosuppressed host), wobei hier nicht zwischen einer ambulanten oder 

nosokomialen Pneumonie unterschieden wird. Vielmehr ist das zu erwartende 

Erregerspektrum bei der zugrundeliegenden Erkrankung von Bedeutung. Beispiele einer 

schweren Immunsuppression ist ein Zustand nach Transplantation solider Organe oder 

Stammzellen, Antikörpermangelsyndrome oder eine Neutropenie (< 1 000/ µL Neutrophile).6  

 
* In der folgenden Arbeit wird zur besseren Lesbarkeit lediglich die männliche Form verwendet. Es sei darauf hingewiesen, dass 

stets alle Geschlechter gemeint sind, sofern nicht ausdrücklich anders geschrieben. 
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Der Einteilung hinzukommend, ist die beatmungsassoziierte Pneumonie bei künstlich 

beatmeten Patienten. Diese weisen ein ihrer Grunderkrankung und Behandlung angepasstes 

Erregerspektrum auf.1 

Häufige bakterielle Erreger der infektiösen Pneumonie sind Streptococcus pneumoniae, 

Haemophilus influenzae und Staphylococcus aureus.6, 8 Bis zu ein Drittel aller ambulant 

erworbenen Pneumonien des Erwachsenen können viral bedingt sein, häufige Erreger sind 

Influenza-, respiratorische Synzytial-, Parainfluenza- und Adenoviren.3 Seltenere Ursachen 

können Infektionen mit Pilzen sein. Häufig gelingt jedoch eine eindeutige ätiologische 

Zuweisung nicht und wird durch das mögliche gleichzeitige Vorliegen mehrerer Erreger oder 

Ko-Infektionen erschwert.3, 6  

Die Diagnostik einer Pneumonie wird im Folgenden kurz erläutert. An erster Stelle steht die 

Anamnese mit dem Erfragen von Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit, 

Gliederschmerzen, Diarrhoe und Fieber. Insbesondere bei älteren Patienten ist auf eine 

Veränderung der Vigilanz sowie Orientierung zu achten. Atemwegssymptome wie Dyspnoe, 

Husten mit und ohne Auswurf sowie atemabhängige thorakale Schmerzen können auftreten. 

Bei der nachfolgenden körperlichen Untersuchung ist auf eine Dyspnoe, Tachypnoe, 

Tachykardie, sowie bei der Perkussion und Auskultation der Lungen auf einen 

abgeschwächten Klopfschall und auskultatorische Rasselgeräusche zu achten. An dieser 

Stelle können zur weiteren Verlaufs- und Therapieplanung Scores wie der CRB-65 oder 

CURB-65 (s.u. und Abbildung 1) sowie Laborparameter genutzt werden. Zur definitiven 

Diagnosestellung einer (ambulant) erworbenen Pneumonie bedarf es eines radiologischen 

Nachweises eines neu aufgetreten Infiltrates im Lungengewebe, meist in Form einer Röntgen-

Thorax-Aufnahme. Bei negativem Befund, aber deutlichen anamnestischen und klinischen 

Symptomen, ist die Diagnose allerdings nicht zu verwerfen. 6  

Mit der Blutabnahme werden diagnostische Parameter wie ein Blutbild mit Leukozyten und 

Thrombozyten, Entzündungsparameter wie das C-reaktive Protein (CRP) und Procalcitonin 

(PCT), Elektrolyte und ggfs. Werte zur Evaluierung der Nieren- und Leberfunktion erfasst.6 

Gerade das CRP und PCT sind Biomarker, die zu einer, in gewissem Maße,  Differenzierung 

zwischen bakterieller und nicht-bakterieller Pathogenese herangezogen werden können.1 Das 

PCT ist ein Vorläuferpeptid des Hormons Calcitonin und steigt bei bakteriellen Infektionen 

schnell an. Es korreliert mit der Schwere einer Infektion, beispielsweise bei einer Pneumonie-

induzierten Sepsis. Es ist weiterhin ein dynamischer Parameter, der innerhalb von 6-12 

Stunden nach Beginn einer Infektion steigen kann, bei Wirkung der antibiotischen Therapie 

sinkt und bei Verschlechterung des Patientenzustandes (wieder) ansteigen kann.1, 3, 9 Das 

CRP ist ein in der Leber gebildetes Akut-Phase-Protein, das als Reaktion auf eine 

Inflammation, Infektion oder einen Gewebsschaden ansteigt. Es hat eine niedrige Spezifität 

und steigt zwar innerhalb von 4-6 Stunden nach einem Ereignis an, kann aber beispielsweise 
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auch im Rahmen von rheumatologischen Erkrankungen erhöht sein.1, 9 In der aktuellen Version 

der amerikanischen Leitlinie (2019) wird die Höhe des gemessenen PCT nicht zur 

Entscheidungsfindung zum Ansetzen einer antibakteriellen Therapie empfohlen, stattdessen 

sollte die Indikation anhand der klinischen Symptome und der radiologischen Ergebnisse 

gestellt werden.8 Gemäß der deutschen Leitlinie sollte zur Verlaufsbeurteilung bei Aufnahme 

und nach 3-4 Tagen das CRP oder PCT bestimmt werden.6  

Eine routinemäßige Abnahme einer Sputum- und Blutkultur sollte Patienten mit schweren 

Pneumonien (nach American Thoracic Society and Infectious Diseases Society of America 

Kriterien) bzw. hospitalisierten und Risikopatienten für resistente Erreger vorbehalten sein.6, 8  

Bei Hinweisen in der Anamnese oder in der klinischen Untersuchung auf atypische bakterielle, 

sowie nicht-bakterielle Erreger, sollten entsprechende weiterführende leitliniengerechte 

diagnostische Verfahren eingeleitet werden.6, 8  

Zur Einschätzung der Mortalität eines Patienten, der sich mit einer ambulant erworbenen 

Pneumonie in der Notaufnahme oder in der Hausarztpraxis präsentiert, sowie zur Evaluierung 

des weiteren Vorgehens, wird der CURB-65 bzw. der nur durch anamnestische und klinische 

Parameter erhobene CRB-65-Score angewendet. Dieser besteht aus 5 bzw. respektiv 4 

Parametern, für die es jeweils einen Punkt gibt. Anhand der Punktzahl lassen sich drei 

verschieden Gruppen mit unterschiedlichem Mortalitätsrisiken ableiten (vgl. Abbildung 1). 6, 10 

Mit einem Anstieg des CURB-65 Scores steigt die Mortalitätsrate während eines stationären 

Aufenthaltes.1 Der CRB-65 (Bewusstseinseintrübung, Atemfrequenz ≥ 30/min, Blutdruck 

systolisch < 90 mmHg bzw. diastolisch ≤ 60 mmHg und das Alter ≥ 65 Jahre) kann schnell und 

vor Einleitung invasiverer Diagnostik erhoben werden.6 Für den CURB-65 wird zusätzlich über 

eine Blutabnahme der Harnstoffwert bestimmt.10 Wenngleich zur Entscheidungsfindung, ob 

ein Patient ambulant oder stationär behandelt werden sollte, ein besserer Score verwendet 

werden kann (bspw. der PSI (Pneumonia Severity Index)) der von der amerikanischen Leitlinie 

eher empfohlen wird, so ist dessen Komplexität und schwierigere Erhebung nicht immer in der 

Praxis realisierbar. Deswegen kann laut Leitlinie der American Thoracic Society and Infectious 

Diseases Society of America der CURB-65 genutzt werden.8  

Für die Einschätzung wie intensiv ein stationär aufgenommener Patient überwacht werden 

sollte (Normalstation, Überwachung- oder Intensivstation), wird die Verwendung von 

Diagnosekriterien empfohlen (s. Tabelle 1).6, 8 Bei Vorliegen von ≥ 3 der 9 Minor Kriterien oder 

≥1 Major Kriterium, sollte eine intensivmedizinische Betreuung in Erwägung gezogen werden.8  

Bei Hinweisen eines vorliegenden septischen Schocks bzw. einer Hypoperfusion     (≥ 1 Major 

Kriterium) sollte sowohl eine initiale sowie im Verlauf wiederholende Laktatbestimmung 

erfolgen.6 
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Abbildung 1. Der CURB-65-Score und seine klinische Relevanz. Abgebildet ist ein 

Flussdiagramm mit dem die Schwere einer Pneumonie eingeschätzt, sowie die weitere Versorgung 

geplant werden kann. Es werden insgesamt 5 Parameter erhoben, für die es bei Zutreffen jeweils einen 

Punkt gibt. Ab 2 Punkten ist eine stationäre Behandlung indiziert und ab 3 Punkten sollte eine 

intensivmedizinische Behandlung erwogen werden. Abbildung in Anlehnung an Lim und van der Eerden 

et al.10  
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Major Kriterien 1. Septischer Schock mit Bedarf an Vasopressoren 

2. Respiratorische Insuffizienz, die eine mechanische Beatmung erfordert 

Minor Kriterien 1. Atemfrequenz ≥30 /min 

2. PaO2/FiO2-Verhältnis ≤250 

3. Multilobäre Infiltrate in der Bildgebung 

4. Neu aufgetretene Verwirrung/Desorientierung 

5. Urämie (Harnstoff-N im Blut ≥20 mg/dl) 

6. Leukopenie* (Anzahl der weißen Blutkörperchen < 4 000 Zellen/µL) 

7. Thrombozytopenie (Anzahl der Thrombozyten <100 000/µL) 

8. Hypothermie (Kerntemperatur <36°C) 

9. Hypotonie, die eine aggressive Volumentherapie erfordert 

*nur durch eine Infektion verursacht, nicht z.B. durch eine Chemotherapie induziert 

Eine schwere ambulant erworbene Pneumonie kann diagnostiziert werden, wenn ein Major oder ≥ 3 Minor 

Kriterien zutreffen. 

Tabelle 1. Diagnosekriterien einer schweren ambulant erworbenen Pneumonie. Laut 

Metlay und Waterer et al.8  

Therapeutisch wird bei einer (vermuteten) bakteriellen Pneumonie eine kalkulierte empirische 

Antibiotikatherapie empfohlen.8 Die stationäre Therapie sollte unter ständiger (Re-) Evaluation 

der klinischen Stabilität geleitet werden. Eine klinische Stabilität umfasst eine Herzfrequenz    

≤ 100/min, eine Atemfrequenz ≤ 24/min, einen systolischen Blutdruck ≥ 90 mmHg, eine 

Oxygenierung von pO2 ≥ 60 mmHg bzw. SaO2 ≥ 90% bei Raumluft oder unter Sauerstoffgabe 

bei Patienten mit Sauerstoffpflichtigkeit, eine Körpertemperatur ≤ 37,8 °C, die gesicherte 

Nahrungsaufnahme sowie ein adäquater Bewusstseinszustand. Eine routinemäßige Röntgen-

Thorax Verlaufskontrolle wird nicht empfohlen. Diese kann bei Patienten im Alter von 

> 65 Jahren, Nikotinabusus und/oder schwere Begleiterkrankungen zum Ausschluss von 

tumorösen oder nicht-infektiösen Verschattungen indiziert sein, sollte jedoch frühestens zwei 

Wochen nach Beendigung der Antibiotikatherapie durchgeführt werden. Bei ambulant 

geführten Patienten sollte eine klinische Re-evaluation innerhalb der ersten 48 (-72) Stunden 

nach Erstvorstellung erfolgen.6, 8 

Komplikationen einer ambulant erworbenen Pneumonie sind vielfältig. Pulmonal können 

parapneumonischen Ergüsse, Lungenabszesse oder Pleuraempyeme entstehen. 

Extrapulmonal sind u. a. kardiale (Myokardischämien, Herzrhythmusstörungen und/oder 

manifeste Herzinsuffizienzen) und zerebrovaskuläre Komplikationen beschrieben.6 Nicht zu 

vernachlässigen ist außerdem ein möglicher septischer Verlauf, entweder bereits zu Beginn 

oder im Verlauf der Erkrankung. Hierzu mehr im nachfolgenden Abschnitt.   



Einleitung 

 

17 

1.2 Die Sepsis und der septische Schock 

Das von Singer et al. 2016 erschienene Paper „The Third International Consensus Definitions 

for Sepsis and Septic Schock (Sepsis-3)“ hat die Definition und Diagnostik der Sepsis und des 

septischen Schocks grundlegend verändert. 1991 wurde erstmals eine Definition erarbeitet 

und 2001 wieder überarbeitet, doch der Wunsch nach einer einheitlichen, den 

Forschungskenntnissen entsprechenden, Definition war groß.11 Die neuste Ausgabe der 

internationalen Sepsis Leitlinien wurde 2021 unter der „Surviving Sepsis Campaign: 

International Guidelines for Management of Sepsis and Septic Shock 2021“12 veröffentlicht.  

Eine Sepsis ist eine lebensbedrohliche Organdysfunktion, die durch eine dysregulierte 

Immunantwort auf eine Infektion verursacht wird und sie ist zugleich einer der 

Haupttodesursachen kritisch kranker Patienten. Die Organdysfunktion ist ein komplexer 

pathobiologischer Prozess, der mit Störungen der Zellphysiologie und biochemischen 

Stoffwechselwegen einhergeht.11, 13 Millionen von Menschen sind jährlich von einer Sepsis 

betroffen, von denen einer von vier Menschen verstirbt, wenn nicht sogar mehr.14 Mehr als die 

Hälfte (57,2%) der Sepsis verursachenden Infektionen sind nosokomialen Ursprungs, wovon 

sich wiederum der Großteil auf Intensivstationen infiziert.15 Die häufigsten Infektionsherde 

finden sich im unteren Respirations-, Gastrointestinal- und Urogenital-Trakt.15 Die 

Organdysfunktion lässt sich anhand des SOFA – Scores (Sequential (früher Sepsis-related) 

Organ Failure Assessment) quantifizieren und durch eine Veränderung von ≥ 2 Punkten 

definieren (s. Tabelle 2).11, 16 Mit diesem Score lassen sich sechs Organsysteme evaluieren: 

das respiratorische, kardiovaskuläre und hämatologische System, die Organfunktionen der 

Leber und Niere, sowie das zentrale Nervensystem. Ferreira und Bota et al. zeigen, dass 

unabhängig vom erstgemessenen Wert bei einer Erhöhung des SOFA-Scores in den ersten 

48 Stunden nach Aufnahme auf einer Intensivstation, mit einer Sterblichkeitsrate von 

mindestens 50% zu rechnen ist.17 Allgemein ist zu sagen, je höher der Score, desto höher die 

Sterblichkeitsrate.11, 17, 18 Zur präklinischen, ambulanten sowie schnellen innerklinischen 

Risikostratifizierung einer möglichen Sepsis oder eines septischen Verlaufes einer Infektion 

mit entsprechendem schlechtem Outcome, wurde der qSOFA (quickSOFA) entwickelt. 

Erfüllen Patienten mindestens 2 der folgenden Kriterien, ist eine Sepsis wahrscheinlich: 

Atemfrequenz ≥ 22/min, neue Bewusstseinsstörung und/oder systolischer Blutdruck von ≤ 100 

mmHg.11  

Der septische Schock ist definiert als eine Unterform der Sepsis, bei der durch eine 

ausgeprägte zirkulatorische, zelluläre und metabolische Störung mit einer erhöhten Mortalität 

gegenüber einer alleinigen Sepsis zu rechnen ist.11 Die Diagnostik des septischen Schocks 

bedarf einer zugrundeliegenden Sepsis (also Veränderung des SOFA-Scores ≥ 2 Punkten) mit 

einem zusätzlichem Katecholaminbedarf zur Aufrechterhaltung eines mittleren arteriellen 



Einleitung 

 

18 

Drucks (MAP) von ≥ 65 mmHg, sowie einem Serumlaktat-Wert von > 2 mmol/l (> 18 mg/dl) bei 

Ausschluss einer Hypovolämie bzw. Durchführung einer adäquaten Volumentherapie. 11  

Laktat ist kein direkter Messwert zur Beurteilung der Gewebeperfusion. Es kann aber 

hinweisend auf eine Gewebshypoxie, eine beschleunigte aerobe Glykolyse durch vermehrte 

β-adrenerge Stimulation oder andere Ursachen (z.B. Leberschäden) sein. Unabhängig davon 

sind höhere Laktatspiegel mit einer höheren Mortalität assoziiert und dienen als unspezifischer 

Marker für metabolischen oder zellulären Stress.11, 19  

Häufige Erreger sind sowohl grampositive, gramnegative, als auch gemischte bakterielle 

Mikroorganismen. Es sollte jedoch immer das individuelle Risikoprofil des Patienten beachtet 

werden.14, 19 Ein Überblick über den Workflow der Diagnostik einer Sepsis und eines 

septischen Schocks gibt Abbildung 2. In deutschen Krankenhäusern ist nach der Sepsis-3 

Definition aufgrund eines septischen Schocks mit einer Krankenhausletalität von 50,9% und 

einer Intensivstationsletalität von 44,3% zu rechnen.15 Weitere Quellen sprechen von einer 

Krankenhausmortalität von mehr als 40%.11  

Neben dem SOFA-Score gibt es auch noch weitere Klassifikationssysteme, um den 

Schweregrad und die Mortalitätsraten einer Erkrankung zu beschreiben. Ein Beispiel ist der 

APACHE II (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II) – Score (s. Abbildung 3). Er 

wurde entwickelt, um die Sterblichkeitsrate verschiedener Krankheiten sowie die 

Erfolgsaussichten unterschiedlicher Therapien besser vergleichen zu können. Der APACHE II 

Score umfasst eine Reihe von 12 messbaren Parametern, sowie das Alter und die chronischen 

Vorerkrankungen eines Patienten. Die Punktzahl errechnet sich anhand der verschiedenen 

Gewichtung der einzelnen Variablen und ergibt ein Ergebnis zwischen 0 und 71 Punkten. In 

der Regel wird der Score mit den schlechtesten Werten der ersten 24 Stunden nach Aufnahme 

auf Intensivstation (ITS) berechnet. Aus dieser Punktzahl lässt sich die 

Sterbewahrscheinlichkeit für verschiedene Krankheiten prognostizieren.20 Eine vereinfachte 

Variante des APACHE II Score ist der SAPS II (Simplified Acute Physiology Score II) (s. 

Abbildung 4) mit einer Punktzahl zwischen 0 und 163. Hier werden insgesamt 17 Variablen 

erhoben: 12 klinische Parameter, das Alter, der Aufnahmegrund (elektiv chirurgisch, ungeplant 

chirurgisch oder medizinische Ursache) und mögliche Vorerkrankungen werden mit 

einbezogen (erworbene Immuninsuffizienz, metastasierte Tumorerkrankung oder eine 

maligne hämatologische Erkrankung).21  
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Organsystem Parameter 

Punktezahl 

0 1 2 3 4 

Lunge 
PaO2/FiO2 in 

mmHg (kPa) 

≥ 400 

(53,3) 

< 400 

(53,3) 
< 300 (40) 

< 200 (26,7) mit 

unterstützender 

Beatmung 

< 100 (13,3) mit 

unterstützender 

Beatmung 

Gerinnung 
Thrombozyten-

zahl (x103/µL) 
≥ 150 < 150 < 100 < 50 < 20 

Leber 
Bilirubin in mg/dL 

(µmol/L) 

< 1,2 

(20) 

1,2–1,9 

(20-32) 

2,0–5,9 (33-

101) 
6–11,9 (102-204) ≥ 12,0 (204) 

Kardio-

vaskulär 

 (± Katecholamine 

für mind. 1 

Stunde) 

MAP     

≥ 70 

mmHg 

MAP < 70 

mmHg 

Dopamin < 5 

µg/kg/min 

oder 

Dobutamin 

(jede Dosis) 

Dopamin 5,1-15 

µg/kg/min oder 

Epinephrin ≤ 0,1 

µg/kg/min oder 

Norepinephrin ≤ 0,1 

µg/kg/min 

Dopamin > 15 

µg/kg/min oder 

Epinephrin > 0,1 

µg/kg/min oder 

Norepinephrin > 0,1 

µg/kg/min 

Zentrales 

Nerven-

system 

Glasgow Coma 

Scale 
15 13–14 10–12 6–9 <6 

Nieren 

Kreatinin in mg/dL 

(µmol/L) 

< 1,2 

(110) 

1,2–1,9 

(110-170) 

2,0–3,4 

(171-299) 
3,5–4,9 (300-440) ≥ 5 (440) 

Urinausscheidung 

in mL/Tag 
   < 500 < 200 

Positiver SOFA: Ein Anstieg ≥ 2 Punkte spricht für eine Organdysfunktion. Hat der Patient keine bekannte Organdysfunktion 

(akut oder chronisch) vor Entwicklung einer Infektion, ist von einem SOFA = 0 auszugehen. 

Tabelle 2. Der SOFA-Score.  Nach Singer et al.11 und Vincent et al.16 Abk.: SOFA-Score: (Sequential 

(Sepsis-Related) Organ Failure Assesment Score, PaO2: Sauerstoffpartialdruck, FiO2: Inspiratorische 

Sauerstoffkonzentration, MAP: mittlerer arterieller Druck 
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Abbildung 2. Flussdiagramm zur Diagnostik einer Sepsis und eines septischen 

Schocks. Ist bei einem Patienten keine vorbestehende (akute oder chronische) Organdysfunktion 

bekannt, ist von einem SOFA-Score = 0 auszugehen. Flussdiagramm in Anlehnung an Singer et al. 11 

erstellt. Abk.: SOFA: Sequential (sepsis-related) Organ Failure Assessment, s. auch Tabelle 2; qSOFA: 

quick SOFA, MAP: mittlerer arterieller Blutdruck, PaO2: Sauerstoffpartialdruck, FiO2: Inspiratorische 

Sauerstoffkonzentration; PaO2/FiO2: Horovitz-Quotient 
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Abbildung 3. APACHE II-Score. Nach Knaus et al.20 Es werden aus den drei Kategorien A (Acute 

Physiology Score - APS), B (Alter) und C (chronische Erkrankungen) die Punkte addiert. Für den APS 

wird die Summe der Punktzahlen der 12 Parameter zusammengerechnet. Die Todesrate wird zwischen 

Patienten mit medizinischer Ursache und Patienten nach elektiven oder notfallmäßigen operativen 

Eingriffen unterschieden. 
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Abbildung 4. SAPS II (Simplified Acute Physiology Score II). Nach Le Gall et al.21  Es werden 

aus den drei Kategorien A (Acute Physiology Score - APS), B (Alter) und C (chronische Erkrankungen) 

die Punkte addiert. Für den APS wird die Summe der Punktzahlen der 12 Parameter 

zusammengerechnet. 
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Ein weiteres Beispiel ist der MODS (Multiple Organ Dysfunction Score) (s. Abbildung 5), der 

zur besseren Objektivierung und Quantifizierung der Organfunktionsstörungen und -versagen 

entwickelt wurde.18, 22 Das Multiorganversagen (MOV) ist eines der Hauptursachen für die 

Morbidität und Mortalität von Patienten auf Intensivstationen, denn etwa 20-50% der 

Sepsispatienten sterben an den Folgen eines MOV.13 Dieser Score ermöglicht nicht nur ein 

Vergleich von Patientengruppen, sondern auch eine Verlaufsbeobachtung während der 

intensivmedizinischen Behandlung.18 Wenngleich der MODS eine vergleichbare 

Vorhersagekraft wie der SOFA-Score hat, so unterscheiden sie sich vor allem in der 

Beurteilung der kardiovaskulären Funktion bzw. kreislaufunterstützenden Therapie. Der 

SOFA-Score bezieht als Parameter den MAP (mittlerer arterieller Druck) bzw. den Gebrauch 

von vasopressiven Substanzen mit ein. Der MODS hingegen benutzt die PAR (engl. pressure 

adjusted heart rate). Diese errechnet sich aus dem Produkt von Herzfrequenz und dem 

Quotienten aus zentralvenösem Druck (ZVD) und MAP, womit er keine Angabe zur 

kreislaufunterstützenden Therapie erfordert.18 
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Abbildung 5. Der MODS und die Sterblichkeitsrate.  Tabelle des Multi Organ Dysfunction Score 

(MODS) nach Peres et al.18 und Tabelle der Sterblichkeitsrate nach Marshall JC et al.22  Zur Berechnung 

des MODS werden die Punktzahlen der sechs Kategorien (Lunge, Niere, Leber, Kardiovaskulär, 

Hämatologie und Neurologie) addiert.  

  

 



Einleitung 

 

25 

Die Niere ist ein lebenswichtiges Organ, welches im Rahmen einer Sepsis geschädigt werden 

kann. Das Auftreten einer akuten Nierenschädigung (AKI, acute kidney injury) ist unabhängig 

von der Ätiologie mit einer erhöhten Mortalität assoziiert.23, 24 Dabei ist die Sepsis mit bis zu 

50% aller Fälle die häufigste Ursache einer AKI bei kritisch kranken Patienten, weshalb die 

Nierenfunktion bei Sepsispatienten engmaschig kontrolliert werden muss.23 Das Auftreten 

einer AKI ist bei unserer Sepsiskohorte gemäß der KDIGO-Klassifikation von 201225 definiert:  

- Anstieg des Serumkreatinin um ≥ 0,3mg/dl (≥ 26,5 µmol/l) innerhalb von 48 Stunden 

ODER 

- Anstieg des Serumkreatinin um das ≥ 1,5-fach des Ausgangswertes, welches 

nachgewiesen oder angenommen innerhalb der letzten 7 Tagen aufgetreten ist ODER 

- Urinausscheidung < 0,5 ml/kg Körpergewicht/h für mindestens 6 Stunden   

Außerdem ist bei Erfüllen der AKIN- oder RIFLE-Kriterien (jedes Stadium bzw. Risk bis Failure) 

von einer AKI auszugehen (siehe Abbildung 6). 
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Abbildung 6. AKI-Stadien sowie AKIN- und RIFLE-Kriterien. Die Einteilung in ein AKIN- oder 

RIFLE-Stadium erfolgt gemäß dem schlechtesten Wert (Serumkreatinin oder Urinausscheidung bzw. 

Abfall der GFR). Für die RIFLE Einteilung sollte die AKI innerhalb von 1-7 Tagen auftreten und 

mindestens für 24 Stunden anhalten. Tabelle nach der von Kellum et al. „KDIGO Clinical Practice 

Guideline for Acute Kidney Injury“ von 2012.25 Abk.: AKI: acute kidney injury, GFR: Glomeruläre 

Filtrationsrate, KG: Körpergewicht 
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Die internationale Leitlinie zur Therapie der Sepsis und des septischen Schocks wurde 201614 

und in überarbeiteter Form im Jahre 202112 von der Surviving Sepsis Campaign (SSC) 

veröffentlicht. Die deutsche Version 2018 wurde u.a. von der Deutschen Sepsis Gesellschaft 

e. V.19 herausgebracht. Nähere Ausführungen zur Diagnose, Therapie und Nachsorge können 

oben genannten Quellen entnommen werden. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die 

ersten Stunden einer Sepsistherapie entscheidend sind. Deswegen wurden von der SSC auch 

sogenannte Sepsisbündel entwickelt, die die wichtigsten therapeutischen Maßnahmen in den 

ersten 3 bzw. 6 Stunden erläutern. 2018 wurden diese noch einmal überarbeitet und zu einem 

1-Stunden-Sepsisbündel zusammengefasst.26 Dieses umfasst die Durchführung von fünf 

Maßnahmen innerhalb der ersten Stunde nach Erstdiagnose einer Sepsis oder eines 

septischen Schocks. Folgende Maßnahmen werden genannt:  

- Messung des Serum-Laktats und Wiederholung bei einem Initialwert von > 2 mmol/L.  

- Blutkulturdiagnostik vor Erstgabe einer antibiotischen Therapie.  

- Gabe von Breitspektrumantibiotika.  

- Rascher Beginn einer Volumentherapie von 30 ml/kg Körpergewicht bei Hypotension 

oder Serum-Laktat > 4 mmol/L.  

- Gabe von Vasopressoren um einen MAP ≥ 65 mmHg aufrechtzuerhalten, wenn der 

Patient während oder nach der Volumentherapie hypotensiv ist.26  

 

 

 

  



Einleitung 

 

28 

1.3 Extrazelluläre Mikrovesikel  

Der Terminus extrazelluläre Vesikel ist kein geschützter Begriff, weswegen es unterschiedliche 

Definitionen und Unterteilungen gibt. Hier ein kurzer Überblick der Nomenklatur.  

Ein Vesikel ist ein kugelförmiges Partikel, welches von einer doppelschichtigen 

Phospholipidmembran umschlossen ist. Dabei variiert u.a. der Durchmesser, die Dichte, die 

Morphologie, die Proteinzusammensetzung und die subzelluläre Herkunft.27 Anhand solcher 

Kriterien lassen sich verschiedene Typen von Vesikeln unterscheiden. In dieser Arbeit lehnt 

sich die Terminologie an die 2012 veröffentlichte Publikation von van der Pol und Böing et al.: 

„Classification, Functions, and Clinical Relevance of Extracelllular Vesicles“. Es werden vier, 

von eukaryotischen Zellen abstammende, verschiedene Vesikeltypen unterschieden: 

Exosomen,  Mikrovesikel, Membranpartikel und apoptotische Vesikel.27 In der Literatur findet 

man außerdem noch den Begriff „Mikropartikel“. Dieser beschreibt Vesikel, die per 

Zentrifugation isoliert wurden.28 Eine Übersicht über die verschiedenen 

Charaktereigenschaften gibt Tabelle 3. Hierbei ist hervorzuheben, dass es je nach Quelle zum 

Teil erhebliche Unterschiede bei den Angaben gibt.  

 Exosomen Mikrovesikel Membranpartikel 
Apoptotische 

Vesikel 

Durchmesser (nm) 50 – 100 20 – 1000 50 – 80, 600 1000 – 5000 

Dichte (g/ml) 1,13 – 1,19 unbekannt 

1,032 – 

1, 068 
1,16 – 1,28 

Morphologie (TEM) becherförmig becherförmig becherförmig heterogen 

Zellulärer Ursprung Meisten Zellarten Meisten Zellarten Nur Epithelzellen Alle Zellarten 

Herkunft 
Plasmamembran der 

Endosomen 
Plasmamembran Plasmamembran 

Plasmamembran des 

endoplasmatischen 

Retikulums 

Tabelle 3. Übersicht der verschiedenen Typen eukaryotischer zellulärer Vesikel. Tabelle 

nach van der Pol und Böing et.al.27 
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Der Durchmesser der extrazellulären Vesikel variiert zwischen 50 nm und 2 µm28. Ihre weitere 

Differenzierung beruht mitunter auf ihrem Entstehungsweg (s. Abbildung 7).  

Mikrovesikel entstehen durch die direkte Ausknospung und Freisetzung aus der 

Plasmamembran und haben einen Durchmesser von 20-1000 nm (s. auch Abbildung 8). An 

diesem Vorgang sind unter anderem das Aktin-Zytosklett und die Sphingomyelinasen beteiligt. 

29, 30  

Exosomen, im Folgenden näher erläutert, entstehen durch die intraluminale Einstülpung einer 

endosomalen Grenzmembran und die nachfolgende Exozytose der Vesikel durch Fusion mit 

der Plasmamembran (s. auch Abschnitt 1.3.1).29  

Apoptotische Körper entstehen während der Apoptose, dem programmierten Zelltod, durch 

bläschenbildende Absonderungen der Zelle.28 Sie weisen einen Durchmesser von 1-5 µm 

auf.27  

 

 

Abbildung 7. Schematische Darstellung der Entstehung von Mikrovesikel, Exosomen 

und Apoptotische Körper.  Die Abbildung zeigt schematisch die Entstehung von Mikrovesikel 

(links), Exosomen (mittig) und Apoptotischen Körpern (rechts). Mikrovesikel entstehen durch die direkte 

Ausknospung einer Plasmamembran. Exosomen werden zunächst durch Einstülpung der endosomalen 

Grenzmembran gebildet und als Endosomen bezeichnet. Bei der Fusion mit der Plasmamembran und 

Exozytose dieser Endosomen, werden sie zu Exosomen. Apoptotische Körper sind Absonderungen der 

Zelle während der Apoptose. Abbildung von Lawson und Vicencio et.al.28  
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1.3.1 Exosomen  

Exosomen sind, je nach Quelle, im Durchmesser 30-100 nm große und 1,13 bis 1,19 g/ml 

dichte Vesikel.27, 29 Sie haben diverse zelluläre Ursprünge und lassen sich u.a. aus Urin, 

Aszites, Liquor, Vollblut und Plasma per Ultrazentrifugation und anderen Methoden isolieren. 

Ihre Morphologie lässt sich als becher- bzw. kugelförmig beschreiben.27, 31  

Multivesikuläre Körper (MVB) und ihre intraluminale Vesikel (ILV) 

Exosomen entstehen aus dem zytoplasmatischen endosomalen System einer Zelle. Durch 

Invagination der Plasmamembran einer Zelle bilden sich Endosomen. Diese frühen 

Endosomen können mit anderen endozytischen Vesikeln verschmelzen und werden abgebaut, 

recycelt oder sezerniert. Endosomen, die für den Verbleib in der Zelle bestimmt sind, können 

durch Einstülpung ihrer Membran intraluminale Vesikel (ILV) in sich formen und werden dann 

als multivesikuläre Körper (MVK, engl. multivesicular bodies (MVB)) oder späte Endosomen 

bezeichnet. Diese ILVs sind Vorstufen der späteren Exosomen und beinhalten u.a. Proteine, 

Nukleinsäuren und Lipide.29, 30 Die Membraneinstülpung wird mitunter von der neutralen 

Shingomyelinase 2 (nSMase2) reguliert (s. Abbildung 8) und durch die Hydrolysierung von 

Shingomyelin in Ceramid katalysiert.29 Auf diese Weise können MVBs bis zu 50 intraluminale 

Vesikel produzieren.32  
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Abbildung 8. Schematische Darstellung der Mikrovesikel- und Exosomenbiosynthese. 

Multivesikuläre Körper (MVB) sind Endosomen mit Ansammlungen von intraluminären Vesikeln, deren 

Entstehung unter anderem durch die neutrale Shingomyelinase 2 (nSMase2) vermittelt wird. Diese 

MVBs können entlang der zellulären Miktrotubuli zur Plasmamembran wandern und mit dieser 

fusionieren. Diese Fusion wird unter anderem durch SNARE Proteine ermöglicht. Die sezernierten 

Vesikel werden dann als Exosomen bezeichnet. MVBs können aber auch mit Lysosomen oder 

Autophagosomen verschmelzen und abgebaut werden. Abbildung und Beschreibung von Bebelman 

und Smit et al.29 Für nähere Erläuterungen siehe Text.   Abk.: MVB: multivesicular body; nSMase2: 

neutral sphingomyelinase 2; ESCRT: endosomal sorting complex required for transport; SNARE: 

soluble N-ethylmaleimide-sensitive component attachment protein receptor 

 

Intraluminale Vesikel und ihr Inhalt 

Der Syntheseweg der ILVs unterschiedet sich unter anderem durch ihren späteren Inhalt, 

welcher zum Beispiel durch ESCRT Proteine (endosomal sorting complex required for 

transport) beeinflusst wird. Es gibt mit unter vier verschiedene Proteinkomplexe, die daran 

beteiligt sind: der ESCRT-0, I, II, III.30  Eine Variante der ILV-Synthese bzw. Beladung, ist der 

Ubiquitin-basierte Weg. ESCRT-0 erkennt mit Ubiquitin markierte Proteine und hält diese in 

der spät endosomalen Membran zurück, wodurch diese in späteren Exosomen vorzufinden 

sind. ESCRT-I/II führt zu einer initialen Einstülpung der spät endosomalen Membran, 

woraufhin ESCRT III dessen Annäherung hervorruft. Die endgültige Abspaltung der Knospe 

von der MVB Membran wird dann durch die ATPase VPS4 ausgeführt.29 Inwiefern diese 

Einstülpung den ESCRT wirklich benötigt, wird weiterhin diskutiert. Es gibt aber Hinweise, 

dass einige seiner Proteine, wie vor allem das ALIX, daran beteiligt sind.28 Ein weiteres 

Beispiel für die Aufnahme von Proteinen in spätere Exosomen ist der Ubiquitin-unabhängige 
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Syndecan-Synthenin-ALIX Biogeneseweg. Hier spielen Syndecan (ein Heparansulfat 

Proteoglykan der Membran) und das ALIX (ein ESCRT-III-assoziiertes Protein) eine Rolle. 

Synthenin, ein kleines zytosolisches Adapterprotein, vermittelt die Adaptierung von Syndecan 

und ALIX.29, 30, 32 Dies kann ferner durch eine Heparanase beeinflusst werden, indem sie die 

Heparansulfatkette kürzt, was nachfolgend zu einer Cluster-Bildung von Syndecan führt. Das 

Syndecancluster stimuliert einen vermehrten Syndecan-Synthenin-ALIX Syntheseweg. 

Heparanase kann außerdem an der Beladung der Exosomen mitwirken, wie es für das 

Tetraspanin CD63 gezeigt wurde. Der Einbau von CD63 kann aber auch durch die kleine 

GTPase ADP-Ribolysierungs-Faktor 6 (ARF6) und seinem Effektorprotein Phospholipase D2 

(PLD2) beeinflusst werden.29   

Die Freisetzung von Exosomen  

Die multivesikulären Körper (MVBs), die die intraluminalen Vesikel (ILV) in sich tragen, können 

mit der Zellmembran fusionieren und diese freisetzen. Sezernierte ILVs werden dann als 

Exosomen bezeichnet. Statt mit der Plasmamembran, können die MVBs aber auch mit 

Lysosomen fusionieren und dann abgebaut werden (s. Abbildung 8). Welcher Weg gegangen 

wird, ist bei Weitem nicht ausreichend verstanden und Gegenstand aktueller Forschung.29 Ein 

Einflussfaktor scheint die Interferon-stimulierte Gylierung (engl. ISGylation) von der ESCRT-I-

Komponente TSG101 zu sein, wodurch MVBs vermehrt mit Lysosomen statt der 

Plasmamembran fusionieren. Man nimmt also an, dass die posttranslationale Veränderung 

von Cargo-Proteinen das Schicksal der MVBs möglicherweise verändert. Ebenso kann der 

zelluläre Zustand, wie z.B. Nährstoffmangel, die Fusion mit Autophagosomen induzieren und 

dementsprechend eine verminderte Exosomen-Sekretion nach sich ziehen.29 Ferner scheinen 

auch GTPasen der Rab-Familie und die zytosolische Calcium-Konzentration einen Effekt zu 

haben.27    

Kommt es zu einer Fusion der MVBs mit der Plasmamembran, folgt eine Freisetzung der 

Exosomen durch ein Zusammenspiel von Aktin, Kinesin, Myosin, SNARE-Komplexen und 

GTPasen u.a. aus der Rab-Familie.27, 29, 32 Kinesin fungiert als molekularer Antrieb für die 

Wanderung der MVBs entlang der Mikrotubuli zur Plasmamembran. Dies kann auch durch 

Kinesin-Isoformen wie die AR8- oder RAB7-abhängigen Proteinkomplexe reguliert werden. 

Dabei haben verschiedene Rab-Moleküle vermutlich eine zelltyp-spezifische Funktion und 

können mit einer spezifischen Exosomenzusammensetzung assoziiert sein.29, 30 Nach dem 

Transport folgt die Andockung der sekretorischen MVBs an die Plasmamembran der Zelle. Die 

Andockung wird u. a. durch Aktin bewerkstelligt und die nachfolgende Membranfusion wird 

durch SNARE-Komplexe (SNARE = Soluble N-ethylmaleimide-sensitive component 

attachment protein receptor) vermittelt. Der Mensch verfügt über eine Vielzahl an SNARE-

Proteinen, die durch ihre Lokalisation an verschiedenen intrazellulären Membranstellen die 
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Fusion von intrazellulären Bestandteilen mit der Plasmamembran induzieren.29 Die Andockung 

der MVBs führt zu einer Rekrutierung exozytotischer SNARE-Proteine, wie zum Beispiel RAL-

1 und Syntaxine. Eine Methode, die Aktivität der SNARE-Proteine zu steuern, ist deren 

Phosphorylierung. So konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des SNARE-Proteins 

SNAP23 zu einer vermehrten Exosomensekretion führt.29 Nicht alle Exosomen finden ihren 

Weg zu nahen oder weit entfernten Zielzellen.33 Einige bleiben exozytär an ihrer 

Ursprungszelle haften, wo sie zu einer juxtrakrinen Kommunikation beitragen können.29  

Durch den oben beschriebenen Syntheseweg der Exosomen, haben diese eine ihrer 

Ursprungszelle entsprechende, aber auch veränderte, Membranzusammensetzung. Die 

exosomale Membran ist reich an Lipiden wie Cholesterin, Shingomyelin, Glykosphingolipide, 

Ceramid, Ganglioside wie GM3 und Phosphatidylinositol.30, 32, 34 Durch den Anteil der 

verschiedenen Lipiden in der exosomalen Membran und ihren jeweiligen Syntheseweg, 

können sich Exosomen von ihrer Ursprungszelle unterscheiden.30, 34 Exosomen tragen 

Proteine an ihrer Oberfläche wie z.B. ALIX, die Heat-Shock Proteine HSP70 und HSP90, sowie 

die Tetraspanin-Proteine CD9 und CD63. Letztgenanntes ist mutmaßlich an der interzellulären 

Kommunikation (s.u.) und am Einbau transmembraner Proteine in intraluminale Vesikel 

beteiligt.27, 28, 32, 33 Diese Marker sind aber bei weitem nicht exklusiv für Exosomen und sie 

müssen auch nicht identisch zu ihrer Ursprungszelle sein. So kann beispielsweise nicht bei 

allen Exosomen CD63 nachgewiesen werden.  Weitere Oberflächenmarker sind CD146, CD4, 

CD3 und CD45.28  

Zusammenfassend ist die Biosynthese und Freisetzung von Exosomen am ehesten ein 

dynamischer Prozess, bei dem jede Zelle die Menge einer jeden Exosomen-Subpopulation, 

als Reaktion auf eine große Menge von externer und interner Stimuli, reguliert.29   
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1.4 Die microRNA 

Vorkommen und Funktion der miRNAs 

MicroRNAs (miRNAs) sind kleine, aus ca. 21 bis 25 Nukleotiden bestehende, nicht-kodierende 

RNAs und wurden bereits in nahezu allen menschlichen Flüssigkeiten wie beispielsweise Blut, 

Tränen, Speichel und Urin nachgewiesen. 32, 35, 36 Man findet sie in Vesikeln wie Exosomen, 

Mikrovesikel und Apoptotische Körper oder auch in Low- und High Density Lipoproteinen (LDL, 

HDL). Vesikel-freie, nur an Ago-Proteinen gebundene, miRNA werden ebenfalls 

beschrieben.36  

MiRNAs haben Einfluss auf die Genexpression von bis zu 60% aller Gene von Säugetieren.36 

Dies hat sowohl einen physiologischen als auch pathologischen Einfluss auf die 

Zellproliferation, -regeneration, -replikation und – differenzierung.32, 33, 36, 37  MiRNA-Gene 

können im gesamten Genom gefunden werden und es wird postuliert, dass die miRNA- 

kodierenden Sequenzen bis zu 1% des menschlichen Genoms ausmachen.35 Einige von ihnen 

liegen in nicht (protein)-kodierenden Bereichen, dessen einziges Translationsprodukt eine 

miRNA ist. Andere sind in einem Intron oder einer untranslatierten Region (UTR) eines 

proteinkodierenden Gens lokalisiert. Allen gemeinsam ist die Stamm-Schleifen-Vorläufer-RNA 

Struktur, von der eine oder beide Stränge als Ursprung für die reife miRNA dienen.36, 37  

Die Synthese der miRNAs 

Die Synthese einer reifen funktionsfähigen miRNA durchläuft mehrere Stufen (vgl. Abbildung 

9). Zuerst wird eine gekappte und polyadenylierte primäre miRNA (sog. pri-miRNA) durch die 

RNA-Polymerase II und III von der Genmatrize transkribiert.33, 35–37 Dabei ähneln die hier 

erforschten Promotoren denen, die auch bei der Transkription von proteinkodierender Gene 

Anwendung finden.37 Als Nächstes wird die pri-miRNA, entweder bereits während oder an die 

Transkription anschließend, durch die RNAse III Drosha und ihrem assoziierten RNA-

Bindungsprotein DGCR8 gespalten. Das Produkt ist eine haarnadelstrukturartige, etwa 60 

Nukleotid lange, pre-miRNA. Diese doppelsträngige pre-miRNA wird durch das Enzym 

Exportin 5 und der GTPase Ran durch die Hydrolyse von GTP zu GDP aus dem Zellkern ins 

Zytoplasma geschleust.36 Anschließend wird durch die Endonuklease Dicer und seinem 

assoziierten RNA-bindenden Protein TRBP (transactivation-response RNA-binding protein) 

oder PACT (protein kinase R-activating protein) die Schleife abgespaltet, woraus eine reife, 

etwa 22 Nukleotid lange, doppelsträngige miRNA entsteht. Für Drosha und Dicer gibt es 

verschiedene Spaltungsstellen, deren Anwendung verschiedene „isomiRs“ einer miRNA 

hervorbringt. Welche der miRNAs produziert wird, kann vom Zelltyp oder auch von 

verschiedenen Erkrankungen abhängig sein.36–38  
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Abbildung 9. Die Synthese der miRNAs. Zunächst transkribiert die RNA-Polymerase II eine 100-

1000nt lange pri-miRNA aus der vorhanden DNA-Genmatrize. Dann wird diese durch die RNAse Drosha 

mit Bindungsprotein DGCR8 gekürzt und diese pre-miRNA durch das Enzym Exportin 5 und der RAN-

GTPAse aus dem Zellkern transportiert. Im Zytoplasma wird die Schleife der pre-miRNAs durch die 

Endonuklease Dicer abgespalten. Mit dem RNA-induced silencing complex (RISC) wird dann ein pre-

miRISC Komplex gebildet. Hierfür sind Proteine wie die Argonaute 1-4 sowie HSC70 und HSP90 von 

entscheidender Bedeutung. Die beiden miRNA-Stränge werden gespalten, wobei der Leitstrang mit 

dem RISC den reifen miRISC-Komplex bildet und der andere abgebaut wird. Die miRISC-Komplexe 

können je nach Komplementarität zur Ziel mRNA zu dessen Translationshemmung oder beispielsweise 

Abbau führen.36 Abbildung von Makarova und Shkurnikov et.al.36 Für Einzelheiten siehe Text ab S. 34.      
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Die miRNA und der RNA-induced silencing complex (RISC) 

Einer der beiden miRNA-Stränge wird Teil des RNA-induced silencing complex (RISC), 

während der andere abgebaut wird. Obwohl der miRNA enthaltene RISC (miRISC) vor allem 

im Zytosol nachgewiesen wird, gibt es mittlerweile einige Studien, die ihn auch in anderen 

Kompartimenten der Zelle, wie dem endoplasmatische Retikulum oder der MVB-Membranen, 

lokalisieren.36 Das Ergebnis dieser Eingliederung und Trennung der Stränge bringt eine 

biologisch aktive miRNA und eine inaktive miRNA (markiert mit einem Stern) hervor. Es wird 

zunehmend beschrieben, dass auch die miRNAs in den RISC eingegliedert werden können 

oder dass der Einbau des einen oder des anderen Stranges vom Zelltyp und/oder dem 

biologischen Status der Zelle abhängt. Deswegen wird vermehrt die miRNA mit dem 5´-Ende 

(meist der Leitstrang) des Stammstranges „-5p“ genannt und die mit dem 3´-Ende (meist die 

miRNA*) „-3p“. 33, 36, 37 In solchen Fällen, in denen beide Stränge in das miRISC eingegliedert 

werden, ist der 5p-Strang der dominante. 35  Welcher von beiden Strängen der aktive Strang 

ist, hängt auch vom Zelltyp ab. Beispielsweise zeigten Curtale und Renzi et al., dass in 

humanen Monozyten der miR-511-5p der aktive Strang ist.39  

Wichtige Proteine, die den miRISC bilden, sind Argonaute 1-4 (kurz Ago). Wichtig ist vor allem 

das Ago2, welches als einziges eine Endonukleaseaktivität besitzt. Begleitende Proteine wie 

HSC70-HSP90 sind ebenfalls beschrieben. Ist die miRNA erstmal in das RISC eingebettet, 

werden die Stränge auf unterschiedliche Wege voneinander getrennt. Eine Möglichkeit ist die 

Spaltung des miRNA* vom aktiven miRNA-Strang durch die Endonukleaseaktivität des Ago2. 

Anschließend wird die miRNA* (oder miRNA-3p) durch den Nukleasekomplex C3PO 

abgebaut. Dies setzt jedoch eine Komplementarität der Stränge in der zentralen Region 

voraus, welche oft nicht besteht.  In diesen Fällen werden die Stränge durch Strangabwicklung 

und Helikasen voneinander getrennt. 36–38  

Ist die miRNA erstmal Teil des RISC-Komplexes, kann sie beispielsweise die 

Herunterregulierung von Zielgenen durch Interaktion mit mRNAs beeinflussen.36 Ago kann 

nämlich mit Hilfe eines kurzen Abschnitts der miRNA, auch „Seed“-Region genannt, die zur 

miRNA komplementären mRNA finden und spalten. Die getrennten mRNA Abschnitte werden 

dann durch zytoplasmatische Exoribonukleasen abgebaut.35–37 In etwa 60% der Fälle gibt es 

keine komplementäre zentrale Region und es kann somit keine stabile Bindung zwischen 

miRNA und (meist) 3`-UTR der Ziel-mRNA hergestellt werden, weswegen es alternative Wege 

geben muss.35  

Ein Beispiel ist ein Transport der mRNA durch RISC in P-bodies.36 Diese im Zytoplasma 

befindenden Komplexe (engl. Processing-bodies) bestehen dann unter anderem aus Ago, 

miRNA, GW182 und der Ziel-mRNA. Ago 1 - 4 rekrutiert eines der drei redundanten Proteine 
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der GW182 Familie: TNRC6A (auch bekannt als GW182), TNRC6B oder TNRC6C. Diese 

interagieren mit poly(A)-bindenden Proteinen am poly(A)-Schwanz der mRNA. So wird zum 

einen die Affinität des RISC zu der mRNA erhöht und zum anderen wahrscheinlich die 

Translation stimulierende Funktion der poly(A)-bindenden Proteine gestört. Durch 

Mobilisierung von weiteren Proteinen kann im Anschluss die mRNA durch Hydrolysierung des 

poly(A)-Schwanzes leichter abgebaut werden.33, 36, 37  Es konnte gezeigt werden, dass es auch 

miRNAs gibt, die nicht an ein RISC oder Ago-Proteinen gebunden sind. Hypothesen zur 

Vermeidung des miRNAs Abbaus sind unter anderem eine Bindung an anderen 

Effektorproteinen oder die direkte Bindung an mRNAs. 33, 36  

Diese Anzahl an beeinflussbaren Abschnitten der Synthese einer einzelnen miRNA macht 

sehr deutlich, dass die miRNA eine bei weitem nicht endgültig erforschte heterogene Funktion 

im menschlichen Organismus hat. Die in unserer Studie wichtigen Exosomen und ECVs haben 

gleichermaßen einen sehr heterogenen Inhalt. So lassen sich beispielsweise Proteine, Lipide 

und andere Nukleinsäuren wie DNA, tRNA, rRNA, mRNA sowie kurz und lange nicht-

kodierende RNA oder miRNA finden.29, 30, 36, 40  

  



Einleitung 

 

38 

1.5 MiRNAs und Exosomen  

Zuordnung der miRNA in die Exosomen 

Extrazelluläre miRNAs können in Exosomen, Mikrovesikel und Apoptotischen Körper 

eingeschlossen sein. Des Weiteren können sie auch in Lipoproteinkomplexen wie LDL und 

HDL gefunden werden.32, 41 Etwa 10% der zirkulierenden miRNA sind über Exosomen im 

Umlauf.35 Mehrere Arbeiten zeigen, dass verschiedene Subpopulationen von Exosomen mit 

unterschiedlichen biophysikalischen Eigenschaften und Inhalten existieren.36 Wie ist das zu 

erklären und wie wirkt es sich auf das Expressionsmuster der exosomalen miRNAs aus? Bevor 

man sich mit dieser Frage auseinandersetzt, sollte man sich vor Augen führen, dass das Feld 

der exosomalen- und miRNA-Forschung noch in den Anfängen steckt und viele Arbeiten zwar 

Erklärungswege bieten, jedoch keine von ihnen unstrittig ist. In Anbetracht dessen, spiegeln 

die folgenden Ausführungen einen Auszug des aktuellen Kenntnisstands wider.  

Das miRNA-Profil und die Oberflächenmarker von Exosomen können hinweisend auf ihre 

Ursprungszelle sein, sich von ihr aber auch unterscheiden. Dies kann auf eine Vorselektierung 

der einzuschließenden miRNA in die Exosomen hindeuten.28, 35 Zum Teil kann das miRNA-

Profil von extrazellulären miRNAs untereinander ähnlicher sein als im Vergleich zu ihrer 

jeweiligen Ursprungszelle.36  

Das Auffinden von Ago2 und anderen Komponenten des RISC in unmittelbarer Nachbarschaft 

von multivesikulären Körpern (MVB) deutet auf eine Beteiligung in der exosomalen miRNA 

Sortierung hin. Allerdings wird Ago2 nicht bei allen ECVs gefunden und weil es ein stabiles 

Protein ist, das auch außerhalb von Vesikel gefunden wird, bleibt seine Rolle umstritten.29, 30, 

36 Nachgewiesenes Ago2, GW182 und miRNA auf der zytoplasmatischen Seite von 

Membranen der MVB können darauf hindeuten, dass RISC und P-bodies dort möglicherweise 

abgebaut, beladen oder sogar ihre Funktion ausüben  können. Eine Hypothese ist, dass der  

RISC mittels Exosomen die Zelle verlassen und an der Zielzelle weitere Translationen von 

mRNAs unterdrücken kann.36   

RISC-unabhängige Ansätze für die miRNA-Sortierung sind Proteine wie hnRNPA2B1 und 

hnRNPA1.33, 36 Dabei erkennt hnRNPA2B1 (engl. heterogenous nuclear ribonucleoprotein 

A2B1) die spezifische Sequenz GGAG und UGCA innerhalb einer miRNA und führt so zu 

einem selektiven Einbau der miRNA in ECVs.42 Hinzukommend wurde in einer Studie 

beobachtet, dass die Änderung der miRNA auf posttranslationaler Ebene ebenfalls die 

Sortierung beeinflussen kann. Die Anheftung von Adenosin-Nukleotiden an das 3´-Ende der 

miRNA führt zu einem vermehrten Verbleib in der Zelle, wohingegen eine Anheftung von 

Uridinen an dieses Ende zu einem vermehrten Vorkommen in Exosomen führt.43, 44 
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Allgemeiner gesagt, wird vermutet, dass eine Sequenzveränderung einer reifen miRNA den 

Verbleib in der Zelle oder die Eingliederung in Exosomen bestimmen kann.45  

Ein weiterer Ansatz die jeweiligen miRNA-Expressionsprofile einer Exosomenpopulation zu 

erklären, ist die Abhängigkeit des Expressionsniveaus der miRNA an der dazugehörigen 

mRNA. So kann die Häufigkeit einer mRNAs im Zytoplasma die miRNA-Sortierung in 

Exosomen beeinflussen, indem bei hoher Expression des Produktes einer mRNA der Einbau 

der miRNA in Exosomen reduziert wird und vice versa.29, 36 Mullokandov et al. haben auch 

zeigen können, dass die miRNA-Aktivität mit der Menge ihrer Ziel-mRNA in der Zelle 

größtenteils korreliert.46 Es gibt auch Hinweise, dass der Exosomeninhalt durch andere 

Faktoren wie beispielsweise Hitze, Hypoxie, Nährstoffmangel oder die Zyklusphase in der sich 

die Zelle befindet, beeinflusst werden kann.28, 36  

 

Interaktion der Exosomen mit ihrer Zielzelle  

Erreichen die Exosomen ihre Zielzelle, müssen sie dort mit ihr in Kontakt treten bzw. von ihr 

aufgenommen werden (vgl. Abbildung 10). Dies sollte nicht zufällig, sondern im Idealfall gezielt 

gesteuert werden. Die verschiedenen Oberflächenproteine von Exosomen können im 

unterschiedlichen Ausmaß zur interzellulären Kommunikation beitragen.  

Ein entscheidender Weg ist die Aufnahme der Exosomen durch Endozytose der Zielzelle. Dies 

kann noch weiter unterteilt werden in Clathrin-, Caveolin- oder Lipidraft- vermittelte 

Endozytose, Makropinozytose und Phagozytose (s. (i) Abbildung 10). 30, 33, 40 Es gibt Arbeiten 

die zeigen, dass die Endozytose von Faktoren wie dem Durchmesser der Exosomen, ihrem 

Ursprung, ihrer Empfängerzelle sowie ihrer Oberflächenmarker beeinflusst wird.30, 32 Gerade 

der Zelltyp spielt eine entscheidende Rolle: so wurde die Clathrin-vermittelte Endozytose und 

Phagozytose bei Neuronen gefunden, die Caveolin-vermittelte Endozytose bei Epithelzellen, 

die Phagozytose bzw. Rezeptor-vermittelte Endozytose in dendritischen Zellen und die Lipid-

raft vermittelte Endozytose in Tumorzellen. 30 Der genaue Mechanismus, wie der Exosomen- 

oder ECV-Inhalt nach der Endozytose aus dem Vesikel gelangt und einen Abbau durch 

Verschmelzung mit Lysosomen oder eine erneute Sekretion aus der Zelle vermeidet, ist 

derzeit noch unklar.30, 40    
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Abbildung 10. Interaktion von Exosomen mit ihrer Empfängerzelle. Exosomen können mit 

ihrer Empfängerzelle durch Phagozytose, Zellmembranfusion, Signaltransduktion oder 

Antigenpräsentation in Kontakt treten. Bei der Phagozytose und Zellmembranfusion, werden die 

Exosomen bzw. ihr Inhalt in die Zielzelle aufgenommen. Bei der Signaltransduktion und 

Antigenpräsentation wird durch Aktivierung intrazellulärer Signalwege, direkt oder indirekt, Einfluss auf 

die Zielzelle genommen. Abbildung und Beschreibung von Reiners und Dassler-Plenker et al.40 Für 

Erläuterungen s. Text.  

 

Ein anderer Weg für Exosomen, mit ihrer Zielzelle in Kontakt zu treten, ist die Fusion der 

exosomalen Membran mit der Plasmamembran (s. (ii) Abbildung 10). Auf diese Weise können 

nicht nur Rezeptoren der Exosomen in die Plasmamembran aufgenommen werden, sondern 

der exosomale Inhalt kann ins Zytoplasma gelangen.30, 30, 34, 40 Die genaue Funktionsweise ist 

noch nicht vollständig geklärt. Eine Arbeit konnte bei Tumorzellen zeigen, dass die Fusion von 

Exosomen und ihren Zielzellen durch den Umgebungs-pH-Wert und die Temperatur 

beeinflusst wird.34 

Exosomen können auch über die Aktivierung verschiedener intrazellulärer Signalwege, sprich 

über eine Signaltransduktion, einen Effekt ausüben (s. (iii) Abbildung 10).40 Ein Beispiel hierfür 

ist die Interaktion mit Integrin. Dieses existiert ubiquitär auf Zellmembranen und kann als 

Brücke zur extrazellulären Matrix (EZM) und somit zur Signaltransduktion auf der Zielzelle 

dienen.  Für die Adhäsion wirken Integrin- und Heparansulfat-Proteoglykane zusammen, um 

das Zytoskelett und die EZM zu verbinden. CD63 kann beispielsweise durch Bindung an 

Integrin-β2 zu einer interzellulären Kommunikation führen, indem dieses an die TIMP1 (engl. 

tissue inhibitor of metalloproteinase 1) bindet und den PI3K/Akt- Signalweg der Zielzelle 
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aktiviert.  Dies kann zu einer Induktion der Zellproliferation führen.28, 33 Ein anderes Beispiel ist 

das Auffinden von EGFR (Epidermal growth factor receptor) in ECVs, welches 

bekanntermaßen an einer Signaltransduktion beteiligt sein kann. 30 

Eine weitere Funktion der Exosomen ist die Antigenpräsentation (s. (iv) Abbildung 10). So 

können Exosomen sowohl eine Antitumor-Immunreaktion auslösen als auch eine 

Begünstigung des Tumorwachstums einleiten.27, 40 Unterstützt wird diese These durch 

Auffinden von Proteinen wie MHC I und MHC II in ECVs, die an einer Antigenpräsentation 

beteiligt sind. 27, 30 

Wie auch immer Exosomen oder die miRNA mit ihrer Zielzelle kommunizieren, wichtig ist die 

Auswirkung auf die Genexpression der Zelle. Durch die Analyse der zirkulierenden miRNAs 

bei gesunden und kranken Studienteilnehmern haben wir uns erhofft, einen Einblick in die 

Einflussfaktoren der Exosomen und miRNA-Expressionsmuster bei Pneumonie und Sepsis zu 

erlangen.  
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1.6 Fragestellung 

Ein Biomarker ist ein Indikator für normale oder pathogene biologische Prozesse und kann ein 

Indiz für pharmakologische Reaktionen des Organismus auf eine therapeutische Intervention 

sein.9 Biomarker können objektive Indikatoren für Gesundheit oder Krankheit sein. Heutzutage 

werden damit Moleküle, meistens Proteine, beschrieben, die aus verschiedenen 

Körperflüssigkeiten mittels laborchemischer Untersuchungen bestimmt werden können. 

Bekannte Beispiele sind das Troponin für kardiovaskuläre Ereignisse, die Aminotransferasen 

ALT und AST für die Leberfunktion und das PSA für das Prostatakarzinom.35 Im Falle der 

Pneumonie und vor allem der Sepsis, gibt es derzeit eine Reihe von Laborparameter, u. a. das  

CRP, das Procalcitonin und Interleukine wie IL-6 und -8, die Klinikern zur Diagnostik 

verhelfen.9, 35, 47 Allen oben genannten Parametern ist gemeinsam, dass sie einzeln betrachtet 

nicht spezifisch genug für die Pneumonie oder Sepsis sind. Lediglich in Anbetracht weiterer 

Parameter, Bildgebung und vor allem der klinischen Symptomatik, können Sie hinweisend 

sein. Durch Zusammenschau der Parameter in verschiedenen Scores, lässt sich eine 

Prognose für Patienten treffen.11 Einfacher wäre es, wenn man einen minimal-invasiv, leicht 

zu erhebenden Laborwert zu Beginn der Symptomatik abnehmen und daraus nicht nur die 

einzelnen Elemente der Pneumonie und Sepsis (Infektion, Körperreaktion und 

Organdysfunktion) frühzeitig erkennen, sondern gleichzeitig einen klinischen Verlauf 

prognostizieren könnte. Dieser Parameter sollte gleichzeitig eine hohe Spezifität und 

Sensitivität aufweisen und von der Forschung in die Klinik übertragbar sein.11, 35 Angesichts 

der reichen Anzahl an Publikationen über Exosomen und miRNAs in Zusammenhang mit 

verschiedenen Erkrankungen, liegt es nahe, ihre Bedeutung für die Pneumonie und die Sepsis 

näher zu untersuchen.35 
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1.7 Zielsetzung 

Es ist vielfach erwähnt, dass die miRNA-Expressionsmuster in zirkulierenden Exosomen, je 

nach Zustand der Zellen, bei Gesunden und bei verschiedenen Erkrankungen aufgrund einer 

Vielzahl von Faktoren variieren kann.27, 28, 30, 33, 36, 37, 40 Wir haben es uns zum Ziel gemacht, für 

die Entität der Pneumonie und der durch Atemwegserkrankungen induzierten Sepsis 

signifikant veränderte zirkulierende miRNAs auszumachen, die möglicherweise als Biomarker 

für die oben genannten Erkrankungen dienen können. Dabei haben wir versucht, eine leicht 

reproduzierbare Isolationsmethode für Exosomen im Blutplasma und deren miRNA-Gehalt zu 

erarbeiten. Ziel war es also, einen Biomarker für die Pneumonie und Sepsis zu finden, der 

folgende Kriterien aufweist:   

1. In der Praxis leicht zu erheben. 

2. Sicherstellen einer (frühzeitigen) Diagnose, da er bei Gesunden nicht nachweisbar ist. 

3. Zulassen einer prognostischen Beurteilung des Patientenzustandes. 

Hierbei sollen patientenbezogene Einflussfaktoren, wie das Alter oder der BMI, die 

Krankheitsschwere anhand von klinischen Scores und Laborparametern und der klinische 

Verlauf anhand von möglichen Komplikationen, wie dem akuten Nierenversagen, evaluiert 

werden.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Studiendesign und Teilnehmerkollektiv  

Dies ist eine prospektiv klinisch-experimentelle Studie. Es wurden Patientinnen und Patienten 

sowie Probandinnen und Probanden nach genauen Ein- und Ausschlusskriterien ausgewählt 

und nach erfolgter Einwilligung in die Studie aufgenommen.  

 

Rekrutierung 

Einschlusskriterien aller Teilnehmer waren ein Alter über 18 Jahre und die schriftliche 

Einwilligung nach ausführlicher Aufklärung. Bei Patienten, die aufgrund einer Sedierung nicht 

selbständig zustimmen konnten, wurde die Einwilligung durch den gesetzlichen Betreuer oder 

den nächsten Angehörigen eingeholt und durch Unterschrift dokumentiert.  

Die gesunden Probanden (Volunteers) wurden über eine öffentliche Ausschreibung und 

innerhalb des klinischen Personals am Klinikum Großhadern in München zwischen Juli und 

August 2017 rekrutiert. Die Voraussetzung zum Einschluss war ein Charlson Comorbidity 

Index (CCI) von 0 Punkten und somit ein Alter von < 50 Jahren sowie ein Ausschluss von 

Vorerkrankungen aller wichtigen Organsysteme (u.a. chronische Herz- und 

Lungenerkrankungen, Leber- und Nierenfunktionsstörungen,  Diabetes Mellitus und 

Tumorerkrankungen).48  

In die Pneumoniekohorte wurden Patienten aufgenommen, die leitliniengerecht mit einer 

ambulant erworbenen Pneumonie diagnostiziert wurden. Diese wurden über die Notaufnahme 

des Klinikums Großhadern, Klinik der Universität München, im Zeitraum zwischen April bis Juli 

2017 rekrutiert. Einschlusskriterium für diese Kohorte war eine laut der amerikanischen 

Leitlinie CIPS (Clinical Practice Criteria of the American Thoracic Society of America, Version 

2019)8 und aktuellen deutschen S3-Leitlinie (S3-Leitlinie: Behandlung von erwachsenen 

Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie und Prävention, Update 2016)6 diagnostizierte 

ambulant erworbene Pneumonie (s. S. 12 oder Tabelle 1, S. 16).   

Die Patienten mit einer Sepsis wurden von den Intensivstationen des Klinikum Großhadern 

und der München Klinik Neuperlach, Lehrkrankenhaus der LMU, im Zeitraum zwischen Juli 

2015 und Oktober 2017 rekrutiert. Hier wurde als Einschlusskriterium die Hauptdiagnose 

Sepsis als Folge einer Pneumonie oder einer respiratorischen Infektion gewählt. Die 

 
 In der folgenden Arbeit wird zur besseren Lesbarkeit lediglich die männliche Form verwendet. Es sei darauf hingewiesen, dass 

stets alle Geschlechter gemeint sind, sofern nicht ausdrücklich anders geschrieben. 



Material und Methoden 

 

45 

Diagnostik erfolgte durch die behandelnden Ärzte, ohne Einflussnahme durch das 

Studienteam anhand der gültigen Sepsis – 3 Definition (s. S. 17).11 

Ausgeschlossen wurden Patienten, die folgende Kriterien aufwiesen: Fehlende Einwilligung, 

Alter <18 Jahre, Schwangerschaft, vorbestehende chronische Infektionserkrankungen (z.B. 

Hepatitis B/C, HIV oder Endokarditis), aktive maligne oder Tumorerkrankungen, sowie eine 

eingeschränkte Lebenserwartung von < 6 Monaten (unabhängig von beispielsweise Sepsis, 

Pneumonie oder lokaler Infektion). Außerdem wurden Patienten ausgeschlossen, die eine 

immunsuppressive oder Steroid-Therapie erhielten (z.B. im Rahmen von 

Autoimmunerkrankungen oder Transplantationen).  

Die Daten wurden pseudonymisiert, wobei die Zuordnung nur durch den Studienleiter möglich 

ist. Dieses Verfahren ist durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultät der Ludwig-

Maximilian-Universität geprüft und ist als ethisch unbedenklich eingestuft worden (Protokoll-

Nummer #551-14). 

Epidemiologische Datenerfassung  

Zur epidemiologischen Datenerfassung wurden die freiwilligen gesunden Probanden zu ihrem 

Geschlecht, Alter, Gewicht und ihrer Größe befragt und die Angaben pseudonymisiert 

gespeichert.  

Die Pneumoniepatienten wurden ebenfalls zu diesen Angaben befragt. Weitere klinische und 

laborchemische Parameter sowie diagnostische Ergebnisse, wurden aus dem klinikinternen 

klinischen Arbeitsplatzsystem von SAP© ermittelt.  

Für die sich auf Intensivstationen befindenden Sepsispatienten, wurde das QCare ICU® 

System (Health Information Management GmbH) zur Dokumentation der Labor- und klinischen 

Parameter, Medikamentengaben und den diagnostischen Resultaten genutzt. Dieses 

Dokumentationssystem erlaubt eine genaue Aufzeichnung und wissenschaftliche Auswertung 

der Patientendaten. Weitere Angaben wie Alter, Größe, Gewicht und Vorerkrankungen 

konnten aus den elektronischen und nicht-elektronischen Patientenakten entnommen werden.  

Blutentnahmen 

Die Blutentnahmen erfolgten bei den gesunden Probanden und Pneumoniepatienten über eine 

einmalige periphere venöse Punktion mittels 21 Gauge Punktionsnadel und langsamer Füllung 

eines 9 ml Serum-Röhrchens (S-Monovette, Sarstedt AG&Co, Nümbrecht, Deutschland). Den 

Sepsispatienten wurde das Serum-Röhrchen über einen liegenden arteriellen Zugang in der 

Arteria radialis (20 Gauge, 8 cm polyethylen Katheter, Vygon, Aachen, Deutschland) 

entnommen.  
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Die Serum-Röhrchen aller Studienteilnehmer wurden nach Entnahme innerhalb von 10 

Minuten, bei 3 400 x g für 10 Minuten und Raumtemperatur zentrifugiert. Hierfür verwendeten 

wir die Tischzentrifuge Multifuge® 3 S-R 230V 50/60 Hz von Heraeus Kendro. Innerhalb 

weiterer 10 Minuten wurde der Serumüberstand in 1 ml Portionen in Kryoröhrchen aliquotiert 

und anschließend bei - 80°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.  

 

2.2 Molekulargenetische Untersuchung  

Die extrazellulären Vesikel wurden aus den Serumüberstand mit dem miRCURY® Exosome 

Isolation Kit – Serum and Plasma (Qiagen, Venlo, Niederlande) isoliert. Die 

Exosomenausbeute ist danach durch die Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) (NanoSight®) 

und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) kontrolliert worden. Die Existenz der 

Exosomen in der Probe wurde durch die Darstellung der Oberflächenproteine mittels Western 

Blot bewiesen.  

Exosomen sind nicht ausschließlich mit miRNAs beladen. Es konnten auch mRNAs, kleine 

Mengen DNA und Proteine nachgewiesen werden.28, 40 Für die Isolierung der für unsere Arbeit 

relevanten miRNAs wurde der gesamte RNA-Gehalt der isolierten Exosomen mittels 

miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) extrahiert. Zur 

Ermittlung und Differenzierung der Größenverteilung und Ausbeute dieser extrahierten 

gesamten RNA nutzen wir die Kapillarelektrophorese des 2100 Bioanalyzer (Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA) mit dem dazugehörigen RNA 6000 Pico Assay Kit (Bestell-

Nr. 5067-1513, Agilent Technologies, Santa Clara, USA).  

Anschließend wurde im Rahmen unserer Studie für die hier untersuchte Kohorte und eine 

weitere Bestätigungskohorte die small RNA-Seq Hochdurchsatzsequenzierungsmethode 

durchgeführt. Hierfür wurde zuerst die miRNA mit dem NEBNext® Multiplex Small RNA Library 

Prep Set für Illumina (New England BioLabs) mit Adaptern ligiert, um sie nachfolgend in eine 

cDNA-Bibliothek umzuschreiben. Im nächsten Schritt wurden sie mittels PCR amplifiziert und 

mit Barcodes kodiert. Damit man aus den exosomalen RNAs die gewünschten miRNA erhalten 

kann, wurden diese durch eine hochauflösende 4% Argarose-Gelelektrophorese ihrer Größe 

nach aufgetrennt und die gewünschten 130-150 bp langen miRNA mit MinElute Gel Extraction 

Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) extrahiert. Die Konzentration von Ligationsprodukten, die 

miRNAs entsprechen, wurde auf dem 2100 Bioanalyzer mit dem DNA 1000 Kit (Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA) bestimmt und so eine Quantitäts- und Qualitätskontrolle 

durchgeführt. Im Anschluss konnte die miRNA mit der HiSeq2500 von Illumina sequenziert 

werden.  

Die einzelnen Schritte werden im Folgenden nun detailliert dargestellt.  
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2.2.1 Extraktion der Exosomen  

Die zuvor eingefrorenen 1 ml großen Proben wurden zur weiteren Verarbeitung aufgetaut. 

Anschließend wurden die Exosomen gemäß dem miRCURY® Exosome Serum/Plasma Kit 

(cat. no. 76603, Qiagen, Venlo, Niederlande)49 aus den Serumproben extrahiert. Dies 

ermöglicht eine parallele Verarbeitung von 10 Proben.  

Die einzelnen Schritte sind wie folgt:  

1. Die gefrorenen Serumproben werden auf Eis aufgetaut.  

2. Das Serum wird aus den Sammelröhrchen in neue vorher beschriftete 1,5 ml 

Mikroreaktionsgefäße übertragen. 

3. Es werden 10 µL Thrombin der Probe hinzugefügt und 5 mins bei Raumtemperatur 

(18-25°C) inkubiert.  

4. Anschließend werden die Proben für 5 mins bei 10 000 x g zentrifugiert, um 

überschüssige Zelldebris zu entfernen. 

5. Der Überstand wird in eine 1,5 ml Tubes abpipettiert. 

6. Es werden der Probe 400 μL des Präzipitationspuffer A hinzugefügt und anschließend 

für 5 Sekunden gevortext, sodass ein Homogenisat entsteht.  

7. Das Gemisch wird für 60 mins im Kühlschrank bei 2-8°C inkubiert.  

8. Anschließend wird die Probe für 30 mins bei 1 500 x g bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. 

9. Der Überstand wird vollständig verworfen. 

10. 270 μl Resuspensionspuffer werden in das Röhrchen mit dem Pellet gegeben und mit 

einer Pipettenspitze mechanisch gelöst. Anschließend wird das Gefäß gevortext, bis 

dass das Pellet vollständig resuspendiert ist.  

11. Bis zur weiteren Verarbeitung werden die Proben im Kühlschrank bei 4°C gelagert.   

Das Endvolumen wird im Verlauf zur RNA-Isolation genutzt (s. Abschnitt 2.2.2). Um die 

Qualität der Exosomen zu kontrollieren, folgten die NTA, TEM und der Western Blot (s.u.). Die 

isolierten Exosomen können bei 4°C für bis zu 2 Tage oder bei -20°C auch länger gelagert 

werden. Um eine mögliche Kontamination zu vermeiden, erfolgte die weitere Verarbeitung 

zeitnah.49  
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2.2.1.1 Qualitätskontrolle  

2.2.1.1.1 Nano Tracking Analysis (NTA) 

Mit der Nano(particle) Tracking Analysis (NTA) kann man Nanopartikel, darunter auch 

Exosomen, mit einer Größe zwischen 40 nm und 1000 nm vermessen.50 Die zu messenden 

Vesikel befinden sich in einer flüssigen Suspension und bewegen sich kontinuierlich nach der 

Brownschen Molekularbewegung.51 Diese ist abhängig von der Temperatur, Dichte und von 

dem Durchmesser des Partikels, weshalb die NTA-Software NanoSight NS300 (Version 3.00, 

Malvern Instruments GmbH, Herrenberg, Deutschland) bei Kenntnis der anderen Parameter 

die Größe und Größenverteilung der Partikel mittels Stoke-Einstein Gleichung berechnen 

kann.31, 51–54  

In dieser Versuchsreihe wurde ein „Malvern NanoSight LM10 Instrument“ (Malvern 

Instruments GmbH, Herrenberg, Deutschland) mit einem monochromatischem 405 nm Laser 

verwendet. Die Exosomen wurden vorher in partikelfreiem PBS 1:10 000 verdünnt. Das PBS 

wurde durch eine Zentrifugation bei 120 000 x g bei 4 °C für 14 Stunden mit einem k-Faktor 

von 231.6 hergestellt. Der k-Faktor beschreibt die Effizienz des Rotors der Zentrifuge in der 

vollständigen Sedimentierung der Partikel: je kleiner der Wert, desto weniger Zeit benötigt die 

Zentrifuge.55 Die Proben wurden manuell in die Maschine eingeführt. Es wurden pro Probe 6 

Videos à 45 Sekunden mit einer hochsensitiven sCMOS Kamera und einer Bildfrequenz von 

25 Hz aufgenommen. Die Partikel wurden bei einem Kameralevel von 10 mit der NTA-

Software (NTA-Software, Version 3.00068) verfolgt und mit dem Finite Track Length 

Adjustement (FTLA) Algorithmus verrechnet.  Für die Analyse wurden nur Aufnahmen mit 

mindestens 2 000 vollständig aufgenommenen Verläufen eingeschlossen, bei Einstellungen 

wie der Unschärfe (blur) und minimale Verfolgungslänge (minimal track length) auf Auto. Die 

endgültige Partikelkonzentration im Serum wurde, ausgehend von der NTA gemessenen 

Konzentration, mit dem jeweiligen Verdünnungsfaktor der Probe berechnet, wie durch eine 

andere Arbeitsgruppe bereits beschrieben.56  

2.2.1.1.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 

Das Prinzip der Transmissionelektronenmikroskopie (TEM) beruht auf der Beobachtung eines 

Elektrons, bei dessen Durchwanderung eines Präparates. Diese Interaktion verändert die 

Wellenfunktion (Amplitude und Phase) der Elektronen. Aus diesen Daten lässt sich dann ein 

Bild mit einer Auflösung von bis zu < 1 nm projizieren, woraus man die Größe und Morphologie 

einzelner Mikrovesikel bestimmen kann.57  

In unserer Versuchsreihe nutzen wir ein Zeiss EM900 (Carl Zeiss Mikroskop GmbH, Jena, 

Deutschland) Elektronenmikroskop bei 80 kV, welches mit einer eingebauten „Wideangel- 

dual-speed“-2K-CCD Kamera (Augenklinik der Universität München) erweitert wurde.  
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Die Proben wurden folgendermaßen vorbereitet:  

1. Fixierung der Exosomen in einer 2% Paraformaldehydlösung und Aufbringen/ 

Absorption auf ein formvar/kohle-beschichtetes 200-Maschen Nickelnetz (Electron 

Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania, USA) für 15 min.  

2. Waschen der Netze mit PBS.  

3. Fixierung in 2,5 % Glutaraldehyd für 5 Minuten.  

4. Waschen mit milliQ® Wasser (Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, Deutschland).  

5. Negativ-Färbung der Gitter für 1 min in 2 % Uranylacetat Lösung (Sigma Aldrich, 

Seelze, Deutschland)  

6. Nochmaliges Waschen der Netze mit milliQ® Wasser und Lufttrocknung über Nacht.  

 

2.2.1.1.3 Western Blot 

Der Western Blot, erstmalig als solcher 1981 bezeichnet, wurde 1979 durch Towbin et al. 

vorgestellt.58, 59 Seither gilt er als Standard für die Verarbeitung und Erforschung von Proteinen 

und ist weltweit eine der am meist genutzten Analysetechniken in wissenschaftlichen 

Laboratorien.60 Dabei beschreibt „Blotting“ die Übertragung von, sich auf einem Gel 

befindenden, Makromolekülen auf eine immobilisierende Matrize.61 Korrekterweise müsste 

hier der Begriff „Protein Blotting“ genutzt werden, wobei in dieser Arbeit, der in der 

Wissenschaft geläufigere Begriff Western Blot genutzt wird. Verwendung findet es in der 

Forschung zur Identifizierung, Markierung und (Semi-)Quantifizierung von spezifischen 

Proteinsequenzen aus Gewebe oder Zellen.60  

Zunächst wird eine Elution und Aufreihung der Proteine nach ihrem molekularen Gewicht 

mittels Gelelektrophorese und die Übertragung auf ein immobilisierendes Medium 

durchgeführt62: Hierfür wurden die Exosomen für 15 Minuten mit eiskaltem 

Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA) Puffer lysiert und drei Mal à 5 Minuten in einem 

Ultraschall-Wasserbad beschallt, um die Lysierung zu verstärken. Danach folgte eine 

Zentrifugation bei 13 000 x g für 10 Minuten. Damit verschiedene Messdurchgänge 

miteinander vergleichbar sind, ist eine Messung der Proteinkonzentration im Überstand nach 

Isolierung erforderlich. Diese wurde mit der Bicinchoninsäure (BCA)-Methode (Sigma Aldrich, 

Seelze, Deutschland) durchgeführt, bei der mittels Photometrie des entstandenen blau-

violetten Farbkomplex eine Quantifizierung möglich ist.  Für die eigentliche Gelelektrophorese 

zur Auftrennung der Proteinkomplexe wurde ein Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) 

verwendet. Das SDS ist ein Detergens, welches Proteine durch Bindung negativ lädt und 

stabilisiert, sodass die Auftrennung rein aufgrund ihres molekularen Gewichts geschieht.60 Das 

Polyacrylamidgel enthält Poren die dafür sorgen, dass diese je nach Molekülgröße 
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unterschiedlich schnell wandern. Auf das vom Hersteller vorgefertigte Gel (NuPAGE 4-12% 

Bis-Tris-Gel (Invitrogen, Waltham, USA) wurde erst eine 0,45 μm Nitrozellulose-Membran (GE 

Healthcare Life Sciences, Chalfont St Giles, Großbritannien) gelegt und auf diese ein puffer-

getränkter nasser Filter. Als nächstes wurde das Konstrukt in einer Pufferlösung getränkt. 

Dabei muss gemäß Herstellerangaben unterschieden werden, ob es sich um eine 

reduzierende Elektrophorese (z.B. für den Antikörper TSG101) oder nicht-reduzierente 

Elektrophorese (z.B. für den Antikörper CD63) handelt. Für die reduzierende Version wurden 

die Proben für 10 Minuten bei 70°C in Laemmli Puffer (Bio-Rad, Hercules, USA) mit β-

Mercaptoethanol (Sigma-Aldruch, St. Louis, USA) inkubiert, welcher für die Denaturierung der 

Disulfidbrücken der Proteine sorgt. Für die nicht-reduzierende Variante, wie bei CD63, wurden 

die Proben für 20 Minuten bei Raumtemperatur in nicht-reduzierendem Laemmli Puffer (Bio-

Rad, Hercules, USA) getränkt.  

Danach folgt die Visualisierung der Proteine durch Markierung mit primären und sekundären 

Antikörpern, die nur an die gewünschten Sequenzen binden. Daraufhin erfolgt die Darstellung 

mittels Banden. Damit eine spezifische Bindung der Antikörper an die Zielproteine 

gewährleisten werden kann, müssen unspezifische Proteinbindungen im zuerst blockiert 

werden. Dies wird erreicht, indem man die Membranen in PBS-Tween mit 1% fettfreier 

Trockenmilch für eine Stunde bei Raumtemperatur (siehe Handbuch) inkubiert. Das Protein 

aus der Trockenmilch besetzt Stellen auf der Membran, die vorher nicht von Proteinen besetzt 

wurden und verhindert so ungewünschte Antikörperbindungen. Die nachfolgende Inkubation 

mit dem primären Antikörper erfolgte bei 4°C über Nacht. Folgende Antikörper wurden 

verwendet: von Abcam (Cambridge, Großbritannien) die Antikörper Mouse anti-TSG101 clone: 

4A10, ab83, 1:800; Rabbit anti-Syntenin clone: EPR8102, 1:5000 und ab57113 1:250; sowie 

Mouse anti-CD63 clone: TS63, ab59479 1:500 und Mouse anti-human Serum Albumin clone 

1A9: ab37989 1:250. Von OriGene Technologies (OriGene Technologies, Rockville, USA) den 

Rabbit anti-CD81: TA343598, 1:500 und von Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland) den Goat 

anti-Calnexin: WA-AF1179a, 1:2500 Antikörper.  

Anschließend wurden die Membranen drei Mal à 5 Minuten mit „Blocking Solution“ (PBS-

Tween mit 1% fettfreier Trockenmilch) gewaschen, um im Folgenden mit den 

Meerrettichperoxidase („Horseradish Peroxidase“(HRP))-gekoppelten sekundären 

Antikörpern über Nacht bei 4°C inkubiert zu werden. Hierfür wurden von Abcam (Cambridge, 

Großbritannien) folgende sekundäre Antikörper bezogen: Goat anti-Mouse: ab97040, 1:10 

000; Goat anti-rabbit: ab97080, 1: 10 000 und Rabbit anti-goat: ab97105, 1:10 000.    

Nach der Inkubationszeit wurden sie wiederholt drei Mal à 5 Minuten mit PBS-Tween 

gewaschen. Die Peroxidase der sekundären Antikörper katalysiert (nach Zugabe einer 

Luminolperoxid-Nachweisreagenz) in Gegenwart von Peroxid die Oxidation von Luminol, 

welches zu einer Lichtemission von niedriger Intensität bei 428nm führt. Hierfür haben wir den 
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„Clarity™ Western ECL Blotting Substrate Kit“ (Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, 

Deutschland) gemäß den Herstellerangaben verwendet. Zur Aufnahme der emittierten 

Lichtsignale nutzten wir eine CCD-Kamera (charged couplet device-camera).  

2.2.2 Extraktion der miRNA  

Die Extraktion der RNA erfolgte mit dem miRNeasy® Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, 

Venlo, Niederlande) aus den vorher isolierten Exosomen (s. S. 47). Folgendes Protokoll wurde 

angewendet63:  

1. Von den aufgetauten Proben werden 200 µl in ein 2 ml Röhrchen transferiert.  Dann 

werden 60 µL Buffer RPL hinzugefügt, für 5 s gevortext und anschließen für 3 mins bei 

Raumtemperatur (15-25 °C) inkubiert.  

2. Hinzufügen von 3,5 µl miRNeasy® Serum/Plasma Spike-In Control (1,6 x 108 Kopien/ 

µl) und gründliches vermischen.  

3. Danach werden 20 µL Buffer RPP hinzugefügt und > 20 s gevortext. Dies wird dann 

für 3 mins bei Raumtemperatur inkubiert.  

4. Anschließend wird die Probe für 3 mins bei 12 000 x g und Raumtemperatur 

zentrifugiert, um das Ausgefällte zu pelletieren.  

5. Der klare Überstand (etwa 230 µL) wird in ein neues Gefäß (2 ml Mikroreaktionsgefäß 

mit Deckel) übertragen. 

6. Es wird ein 45 ml Isopropanol hinzugefügt und die Probe gevortext.  

7. Die gesamte Probe wird auf ein RNeasy UCP MinElute® Column übertragen. Das 

Ganze wird für 15 s bei ≥ 8 000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen.  

8. Anschließend werden 700 µL Buffer RWT auf die RNeasy UCP MinElute® Spin Column 

hinzugefügt und die Probe für 15 s bei ≥ 8 000 x g zentrifugiert.  

9. Danach werden 500 µl Buffer RPE auf die RNeasy UCP MinElute® Spin Column 

pipettiert. Das Ganze wird wieder für 15 s bei ≥ 8 000 x g zentrifugiert und der 

Durchfluss verworfen.  

10. Es werden 500 µl 80% Ethanol auf die RNeasy UCP MinElute® Spin Column 

hinzugefügt und bei 2 min ≥ 8 000 x g zentrifugiert, um die Spin Column Membran zu 

waschen. Der Durchfluss wird verworfen. Anschließend wird die RNeasy UCP 

MinElute® Spin Column vorsichtig von dem Gefäß getrennt, damit die Column nicht 

den Durchfluss berührt.  

11. Die RNeasy UCP MinElute® Spin Column wird in ein neues 2 ml Gefäß platziert. Bei 

offenem Deckel wird es für 5 mins bei höchster Geschwindigkeit zentrifugiert, damit die 

Membran trocknet.  



Material und Methoden 

 

52 

12. Danach wird die RNeasy UCP MinElute® Spin Column in ein neues 1,5 ml Gefäß 

platziert. Es werden 20 µL RNase-freies Wasser hinzugefügt und für 1 min inkubiert. 

Danach bei geschlossenem Deckel für 1 min bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert.  

Das Ergebnis sind isolierte RNAs mit einer Länge von < 1000 nt/bp. Die Sammelröhrchen 

wurden, sofern sie nicht direkt weiterverarbeitet worden sind, bei -20 °C gelagert. Für eine 

längere Aufbewahrung sollten sie allerdings bei mind. -70 °C eingefroren werden.63 

Die Größenverteilung und totale RNA-Ausbeute wurde mittels Kapillarelektrophorese 

überprüft. Hierzu wurde der RNA 6000 Pico Kit des 2100 Bioanalyzers (Bestell-Nr. 5067-1513, 

Agilent Technologies, Santa Clara, USA) verwendet.  

2.2.3 Hochdurchsatzsequenzierung  

Die Next-Generation Sequencing (NGS) und die bioinformatische Auswertung fand in dieser 

Arbeit in Kooperation mit dem Lehrstuhl für Tierphysiologie und Immunologie der Technischen 

Universität München in Freising-Weihenstephan statt (Ansprechpartner der Arbeitsgruppe ist 

Prof. Dr. Michael W. Pfaffl).  

Unsere genaue Vorgehensweise war wie folgt: Die Elutionsschritte wurden in dieser Arbeit 

zwei Mal durchgeführt, um die RNA-Ausbeute zu erhöhen. Vor der weiteren Verarbeitung der 

Proben, wurden diese für die small RNA-Seq auf 8 µl (Savant SpeedVac SC100, Savant 

Instruments Inc., Bloomberg, USA) und für die RT-qPCR Kontrolle auf 9 µl (Concentrator plus, 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland) vakuum-induziert zentrifugalverdampft.   

Für die RNAs der Gruppen (Volunteers, Pneumonie und Sepsis) wurden cDNA 

(komplementäre DNA)-Bibliotheken hergestellt. Hierfür wurden 6 µl der exosomalen RNA 

verwendet und folgendermaßen verarbeitet: Zuerst erfolgte eine Adapter-Ligation am 3‘-Ende, 

dann eine reverse Transkriptase Primer-Hybridisation und danach eine 5‘-Adapterligation. Es 

erfolgte die cDNA-Synthese aus dem Matrizenstrang und nachfolgend die Amplifizierung mit 

einer PCR. Der letzte Schritt erfolgte mit dem NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set 

für Illumina (New England Biolabs Inc., Ipswich, USA). Damit eine Bildung von Primer-Dimeren 

reduziert werden kann und um einen möglichen geringen Input an RNA-Menge zu 

kompensieren, wurden alle Adapter und Primer im Verhältnis von 1:2 in nukleasefreiem 

Wasser verdünnt. Die hiernach folgende 4%-Agarose-Gelelektrophorese (MinElute Gel 

Extraktion) diente der Aufreihung der gesamten cDNA, woraufhin im Anschluss nur die kleinen 

mit 130-150 Basenpaaren herausgeschnitten und zur weiteren Analyse genutzt wurden. Zur 

Qualitätskontrolle dieser Ausbeute wurde das DNA 1000 Kit des Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA) durchgeführt. 6 ng jeder cDNA Bibliothek, sowie ganze 

Bibliotheken für Proben mit geringer Konzentration, wurden für die Sequenzierung ausgewählt. 

Die cDNA-Bibliotheken wurden mittel Monarch® DNA-Gel Extraction Kit (New England Biolabs 



Material und Methoden 

 

53 

Inc., Ipswich, USA) gereinigt. Es erfolgte eine weitere Qualitätskontrolle mittels DNA High 

Sensitivity Kit des 2100 Bioanalyzers (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). 

Die anschließende Sequenzierung wurde per single-end Methode in 50 Zyklen auf der 

HiSeq2500 (Illumina Inc., San Diego, USA) durchgeführt.  

Zur Identifizierung von signifikanten miRNA wurde zuerst die Adaptersequenz mittels Btrim64 

entfernt und die Qualität der NGS-Reads mittels FastQC (Version 0.11.5)65 überprüft. Es 

überprüft die Sequenzierungsqualität, den GC-Gehalt, das Vorhandensein von Adaptern, k-

mers und Duplikaten.66  

Alle reads ohne Adapter und einer Länge < 16 Nukleotiden wurden verworfen.67 Anschließend 

wurden die reads zum einen mit rRNA und tRNA-Sequenzen und zum anderen mit small 

nucleolar (snoRNA) und small nuclear RNA (snRNA) mit RNAcentral68 verglichen. Dies dient 

dazu, falsch-positive Ergebnisse bei der Auswertung der miRNAs zu minimieren und als 

Ergebnis sicher identifizierte miRNAs zu bekommen. Zum Schluss wurden sie noch mit der 

miRNA-Datenbank miRBAse (Version 22)69 verglichen.  

Die Kartierung (sog. mapping) wurde mit Bowtie70 und einem „best alignment“ Algorithmus 

ausgeführt. Für die weitere Analyse wurden nur Proben mit einem Minimum an 1 Millionen 

Reads und einem Anteil an 15% miRNAs an der gesamten Bibliothek eingeschlossen. Die 

miRNAs die diese Kriterien erfüllten wurden mit der humanen Referenz-miRNome Bibliothek 

verglichen und signifikant veränderte miRNA vermerkt. Die folgende statistische Auswertung 

wurde mit dem DESeq2 (Version 1.22.1)71 für R (Version 3.5.1) durchgeführt (s. Abschnitt 

2.3.).  

2.3 Statistische Analyse  

Zum besseren Verständnis der Ergebnisse, zuerst eine kurze Beschreibung der 

Arbeitsschritte. Zunächst wurden alle zuvor isolierten RNAs sequenziert (siehe S. 52). Im 

Anschluss wurden diese nach ihrer Größe den verschiedenen nicht-kodierenden RNA-Klassen 

zugeordnet und sortiert (u.a tRNA, mRNA und miRNA). Die verschiedenen, für unsere Arbeit 

relevanten, miRNAs wurden nach ihrer Häufigkeit aufgelistet. 

Diese raw read counts wurden im nächsten Schritt mit dem Bioconductor Package DESeq2 

(Version 1.22.1) mittels median-of-ratio Methode normalisiert. Für jede einzelne miRNA konnte 

dann errechnet werden, ob sich diese zwischen den vergleichenden Gruppen signifikant 

verändert hat. Weitere Analysen wurden mit dem R package (Version 3.5.1) durchgeführt.  
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Über die Analyse der differentiellen Genexpression (DGE) des DESeq2 lassen sich drei 

wichtige Parameter erschließen71:  

1. baseMean: beschreibt die normalisierte mittlere Expressionsstärke der miRNA 

→ In unserer Arbeit wurden alle miRNAs mit einem baseMean ≥ 50 read counts 

betrachtet 

2. log2 fold change: beschreibt die Größe des Expressionsunterschieds zur Basis 2 

zwischen den beiden Gruppen 

→ In unserer Arbeit wurde ein log2 fold change (log2FC) von unter -1 oder über +1 

als signifikant bestimmt. Dabei beschreibt ein negativer log2FC eine im 

Vergleich reduzierte Expression und ein positiver log2FC eine vermehrte 

Expression der miRNA.  

3. p-adj: beschreibt den FDR (false discovery rate) – korrigierten p-Wert nach der 

Benjamin-Hochberg-Methode. Diese zieht in Betracht, mit wie vielen falsch-positiven 

Ergebnissen man mit diesem p-Wert zu rechnen hätte (zur genaueren Beschreibung 

siehe entsprechende Fachliteratur).  

→ In unserer Arbeit wurde eine FDR von 5% akzeptiert. Das heißt, alle miRNA die 

einen padj von <0,05 hatten, konnten als signifikant angesehen werden.  

DESeq2 ermöglicht eine quantitative Analyse der Ergebnisse. In dieser Studie wurden 

miRNAs, die nur in einer Probe pro Gruppe erfasst wurden, aus der Analyse ausgeschlossen, 

bevor die signifikante miRNAs anhand des log2FC bestimmt worden sind. Für jedes Gen bzw. 

miRNA wird ein generalisiertes lineares Modell angepasst (GLM): u.a. mit Mittelwerten, 

Dispersion- und Normalisierungsfaktoren. DESeq2 schätzt die Breite der vorherigen Verteilung 

aus den gemessenen Daten ab und kann darauf basierend automatisch den Schwund-Betrag 

(sog. shrinkage) steuern. Hier ist jedoch Vorsicht geboten, da dies zwar eine genaue 

Schätzung des zu erwartenden Ausbreitungswertes für miRNAs einer bestimmten 

Expressionsstärke erbringt, es aber keine genauen Abweichungen einzelner miRNAs vom 

allgemeinen Trend darstellt. Hierbei wird die empirische Bayes Methode angewendet. Zur 

Folge hat dies, dass mit Zunahme der Datengröße, die Shrinkage geringer wird, bis diese 

irgendwann vernachlässigbar klein ist. Durch die logarithmische fold change (LFC) kann man 

die untersuchten miRNAs ordnen, beispielsweise ob sie im Vergleich zur Kontrollgruppe hoch- 

oder runterreguliert wurden. Zur Testung der Signifikanz bzw. Errechnung des p-Wertes 

benutzt DESeq2 den Wald-Test: Der Quotient aus dem LFC und dem Standardfehler. Damit 

die getesteten miRNAs als signifikant eingestuft werden können, muss der geschätzte LFC 

den vorher bestimmten Schwellenwert um einen festgelegten Betrag überschreiten. Die 

miRNAs die als signifikant eingestuft werden, sind abhängig von der Gesamtzahl der 

gemessenen miRNAs, bzw. der Größe des Datensatzes. Damit hängt der Schwellenwert von 

den vorhandenen Daten ab und DESeq2 nutzt einen Schwellenwert, der möglichst viele 
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signifikante miRNAs hervorbringt. Es errechnet für jedes Gen bzw. miRNA die 

Wahrscheinlichkeit aus, dass die Nullhypothese (in unserem Fall besagt diese, dass eine 

Infektion in Form einer Pneumonie oder Sepsis keinen Effekt auf die miRNAs haben) zutrifft.71 

So beschreibt der p-Wert von ≤0,05, dass die Nullhypothese zu <5% zutrifft und somit 

verworfen werden sollte.  

Statistische Auswertung  

Die entsprechenden Datensätze wurden zuerst auf eine Normalverteilung mittels Kolmogorov-

Smirnov- sowie Shapiro-Wilk-Test überprüft, bei denen ein Signifikanzniveau von p<0,05 

aussagt, dass die Werte nicht normalverteilt sind. In so einem Fall werden die Ergebnisse als 

Median mit Interquartilbereich (engl. interquartilrange, IQR) angegeben. Sollten die Werte 

normalverteilt sein, werden sie als Mittelwert mit Standardabweichung (engl. standard 

deviation, SD) angegeben. Statistische Unterschiede wurden bei normalverteilten Werten 

mittels unabhängigen student’s t-Test berechnet, nicht normalverteile (nicht-parametrisch) 

mittels Mann-Whitney-U-Test. Beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde die ANOVA 

mit Dunnett (bei nicht normalverteilen Datensätze) bzw. Tukey (bei normalverteilten 

Datensätzen) post hoc Test gerechnet. Zur Untersuchung der Korrelation von Variablen 

wurden für normalverteilte Datensätze die Pearson-Methode angewandt und für nicht 

normalverteilte Datensätze, wie die Veränderung von miRNAs zwischen den Gruppen, die 

Spearman-Methode. Zum Vergleich von kategorischen Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test 

und der Fisher-exakt Test angewendet. Alle Tests wurden zwei-seitig (two-tailed) gerechnet 

und mit einem p ≤ 0,05 als statistisch signifikant angesehen.  

Bei der Analyse der miRNA-Expressionsprofile und der Zusammenhang mit klinischen 

Variablen und Parametern wurde wie folgt vorgegangen: In einem ersten Schritt wurden alle 

signifikant regulierten miRNAs zwischen Pneumonie und Volunteers bzw. Sepsis und 

Pneumonie mit klinischen Variablen korreliert. Hierfür wurde die Spearmans Rangkorrelation 

angewendet. Signifikante positive bzw. negative Korrelationen wurden mit einem p ≤ 0,05 zur 

weiteren Analyse genutzt. In einem zweiten Schritt wurden die Korrelationen auf ihren 

Zusammenhang hin überprüft. Hierfür wurden bei metrisch skalierten Variablen eine multiple 

logistische Regression angewendet, bei binären Variablen die binäre logistische Regression 

und bei ordinal skalierten Parametern die ordinale Regression. Auch hier wurde ein 

Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 verwendet. Konnte ein Zusammenhang nachgewiesen werden, 

wurden in einem letzten Schritt die miRNAs auf ihre Fähigkeit eines Biomarkers hin überprüft. 

Hierfür wurde die ROC-Analysemethode und AUC verwendet. Das beste Ergebnis für die 

Sensitivität und Spezifität wurde nach dem Youden Index (Sensitivität + Spezifität – 1) 

gewählt.72 Alle Auswertungen wurden mit SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 

26; IBM Corp., Armonk, N.Y., USA) durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Studienkollektiv  

In dieser Studie haben wir ein Gesamtkollektiv von 67 Studienteilnehmer eingeschlossen. 

Zwölf Patienten mit einer ambulant erworbenen Pneumonie („Pneumonie“), 28 Patienten auf 

der Intensivstation mit einer Sepsis (davon 23 Patienten im septischen Schock, 

zusammengefasst als „Sepsis“) sowie 27 freiwillige gesunde Probanden („Volunteers“). Eine 

ausführliche Beschreibung der Studienteilnehmer kann der Tabelle 4 entnommen werden.
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Parameter Pneumonie (n=12) Sepsis (n=28) Volunteers (n=27) 
Chi2-Test/Exakter 
Test nach Fischer 

p-Wert 
Student´s t-Test 

p-Wert 
Mann-Whitney-U-

Test 

Geschlecht (m/w) 8 (66,7%) / 4 (33,3%) 
17 (60,7%) / 11 

(39,3%) 
16 (59,3%) / 11 

(40,7%) 

P vs. S: 1,00 
P vs. V: 0,734 
S vs. V: 1,00 

- - 

Alter (Jahre)* 
73,00 (SD=12,78) 

72,00 (IQR=64,25 -
85,75) 

65,11 (SD=13,38)  
65,5 (IQR=58,75 – 

75,00) 
48,0 (IQR=34,0-53,0) - - 

P vs. S: 0,117 
P vs. V: <0,001 
S vs. V: <0,001 

Größe (cm) 168,70 (SD=7,65) 172,31 (SD=9,02) 176,22 (SD=9,17) - 
P vs. S: 0,136 
P vs. V: 0,013 
S vs. V: 0,062 

- 

Gewicht (kg) 79,18 (SD=13,14) 77,07 (SD=20,62) 78,35 (SD=12,8) - 
P vs. S: 0,378 
P vs. V: 0,429 
S vs. V: 0,395 

- 

Body mass index 
(kg/m2) 

27, 43 (SD=4,40) 25,68 (SD=6,06) 25,16 (SD=2,83) - 
P vs. S: 0,198 
P vs. V: 0,035 
S vs. V: 0,348 

- 

Dauer des ITS-
Aufenthalt (Tage) 

- 13,0 (IQR=9,0-34,0) - - - - 

Dauer 
Klinikaufenthalt 

(Tage) 
- 30,0 (IQR=20,0-44,0) - - - - 

Dauer der invasiven 
Beatmung (Tage) 

- 15,11 (SD=12,7) - - - - 

Schwere der Sepsis 
(Sepsis / septischer 

Schock nach Sepsis-3 
Definition) 

- 5 (17,9%)/ 23 (82,1%) - - - - 

Verstorben   
(Ja / Nein) 

1 (8,3%) / 11 (91,7%) 
6 (21,4%) / 22 

(78,6%) 
0  (0%)/ 27 (100%) P vs. S: 0,652 - - 

Erreger (n) 

gram-negativ:1  
gram-positiv: 0 
kombiniert: 0 

andere Bakterien: 0 
Viren:0 
Pilze: 0 

Kein Erregernachweis: 
11  

gram-negativ:11  
gram-positiv: 6 
kombiniert: 1 

andere Bakterien: 2 
Viren:0 
Pilze: 0 

Kein 
Erregernachweis: 8 

- - - - 

       

       

       

Tabelle 4. Fortsetzung nächste Seite 
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Parameter Pneumonie (n=12) Sepsis (n=28) Volunteers (n=27) 
Chi2-Test/Exakter 
Test nach Fischer 

p-Wert 
Student´s t-Test 

p-Wert 
Mann-Whitney-U-

Test 
Acute kidney injury 

 (Ja / Nein)25, 73 
- 

15 (53,6%) / 13 
(46,4%) 

- - - - 

RIFLE Score an Tag 0 
25, 73 

- 

Nein: 15 (53,6%)  
Risk: 3 (10,7%) 
Injury: 4 (14,3%) 

Failure: 6 (21,4%) 

- - - - 

AKIN Score an Tag 0 
25, 73 

- 

Nein: 15 (53,6%) 
Stadium 1: 3 (10,7%) 
Stadium 2: 4 (14,3%) 
Stadium 3: 6 (21,4%) 

- - - - 

Nierenersatzverfahren  
(Ja/Nein) 

- 

 
10 (35,7%) / 18 

(64,3%) 
 

- - - - 

Max. Laktat  Tag 0 
(mmol/l) 

- 3,26 (SD=2,14) - - - - 

Leukozyten Tag 0 
(G/l) 

9,85 (SD=4,76) 
8,51 (IQR= 6,24-

12,65) 

15,36 (SD=7,93) 
14,60 (IQR= 8,20-

18,57) 
- - 0,032 - 

Thrombozyten Tag 0 
(x103/µl) 

222,5 (SD= 76,55) 
221 (IQR=187,25-

245,5) 

246,64 (SD= 154,51) 
221,5 (IQR=139,25-

305,5) 
- - 0,514 - 

Procalcitonin  Tag 0 
(ng/ml) 

0,18 (IQR=0,13-0,68) 4,7 (IQR=1,8-9,8) - - - <0,001 

C-reaktives Protein 
Tag 0 (mg/dl) 

11,25 (SD=10,74) 
8,55 (IQR=2,05-20,67) 

23,60 (SD=10,75) 
22 (IQR=15,52-31,5) 

- - 0,002 - 

Interleukin-6 Tag 0 
(pg/ml) 

26,0 (IQR=13,0-64,0) 
289,0 (IQR=102,8-

2168,5) 
- - - 0,004 

Kreatinin Tag 0 
(md/dl) 

1,28 (SD=1,15) 1,5 (SD=0,76) - - 0,380 - 

Harnstoff Tag 0 
(mg/dl) 

48,0 (IQR=26,0-111,0) 52,5 (IQR=36,0-82,5) - - - 0,571 

 
      

 
 
 
 

     

Tabelle 4. Fortsetzung nächste Seite 
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Parameter Pneumonie (n=12) Sepsis (n=28) Volunteers (n=27) 
Chi2-Test/Exakter 
Test nach Fischer 

p-Wert 
Student´s t-Test 

p-Wert 
Mann-Whitney-U-

Test 

CURB 65 Score Tag 0 1,0 (IQR=1,0-2,0) - - - - - 

SAPS II Score Tag 0 21 - 
45,54 (SD=19,5) 

47,5 (IQR= 24,0-61,5) 
- - - - 

APACHE II Score Tag 
0 20 

- 
23,85 (SD=10,78) 
23,0 (IQR= 15,0 – 

31,0) 
- - - - 

SOFA Score16 max. 
während Studie 

- 
11,63 (SD=3,27) 

12,0 (IQR = 10,0-14,0) 
- - - - 

SOFA Score16 Tag 0 - 11,5 (IQR=9,0-13,0) - - - - 

MODS Tag 022 - 
8,15 (SD=3,71) 
8,0 (5,0-11,0)  

 - - - 

Maximale Dosis 
Noradrenalin 
(µg/kg/min) 

- 1,3 (0,75 – 3,05) - - - - 

Behandlung mit 
Hydrokortison 

(Ja/Nein) 
- 27 (96,4%) / 1 (3,6%) - - - - 

Dauer der 
Antibiotikatherapie 

(Tage) 
14,0 (11,0-24,5) 19,16 (SD=10,32) - - - 0,899 

Tabelle 4. Patientendaten der Studienkohorten.  Werte werden bei normalverteilten Variablen als Mittelwert und Standardabweichung (SD) und bei nicht-

normalverteilten Variablen als Median und Interquartilbereich IQR (Q25-Q75) bzw. als Häufigkeit (Prozent) angegeben. Die Normalverteilung wurde zuvor durch 

den Kolmogorov-Smirnov- sowie Shapiro-Wilk-Test überprüft (Ergebnisse nicht aufgeführt). *Die Altersverteilung der Pneumonie und Sepsisgruppe ist 

normalverteilt, zur besseren Vergleichbarkeit mit der Volunteergruppe sind hier auch die Mediane mit dem Interquartilbereich angegeben. Für die Entzündungswerte 

wurde auch, wo möglich, die Mittelwerte mit SD und Mediane mit IQR angegeben. Dies gilt auch für die Scores, bei denen der SOFA-Score an Tag 0 nicht 

normalverteilt ist. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden auch hier bei allen Werten auch die Mediane mit IQR angegeben. Abk.: P: Pneumoniepatienten, S: 

Sepsispatienten, V: Volunteers
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3.1.1 Statistik der demografischen Daten  

Hinsichtlich der demografischen Daten wie Alter, Gewicht, Körpergröße und dem Body-Mass-

Index (BMI), unterscheiden sich vor allem die Pneumonie- und die Volunteer-Gruppe 

voneinander. Diese haben signifikante Unterschiede bezüglich des Alters (p<0,001), der 

Größe (p=0,013) und des Body-Mass-Index (p=0,035). Zusätzlich gibt es einen signifikanten 

Unterschied zwischen der Sepsis- und der Volunteer-Gruppe hinsichtlich des 

durchschnittlichen Alters (p<0,001). Die Altersverteilung der verschiedenen Gruppen 

unterscheiden sich. Während die Pneumonie- und Sepsisgruppe eine Normalverteilung 

aufweisen, kann diese für die Volunteergruppe nicht nachgewiesen werden. Der Vergleich der 

Gruppen ist deswegen auf Basis der Mediane aller Gruppen berechnet bzw. mit Boxplot 

schematisch dargestellt worden (s. Tabelle 4 und Abbildung 11).  

 

Abbildung 11. Altersverteilung des Studienkollektivs. Der Boxplot ist folgendermaßen zu 

interpretieren: der Median (50. Perzentile) ist als schwarzer Strich im Boxplot aufgeführt. Die Box bildet 

sich aus dem oberen Rand (75. Perzentile) und unteren Rand (25. Perzentile). Der Rand rechts und 

links bildet den Interquartilbereich (IQR) ab (25. Perzentil - 75. Perzentil). Werte, die sich im obersten 

25. Perzentil befinden, werden durch einen senkrechten Strich mit Whisker gezeigt. Ausreißer werden 

mittels Kreise einzeln aufgeführt und der Wert wird angegeben. Pneumonie (Alter in Jahren): 

Median=72,00 (64,25 -85,75) vs. Mittelwert=73 (Standardabweichung:12,78), Sepsis (Alter in Jahren): 

Median=65,5 (58,75 – 75,00) vs. Mittelwert= 65,11 (Standardabweichung 13,38), Volunteer (Alter in 

Jahren): Median=48,0 (34,0-53,0). 
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Der BMI (Body-Mass-Index) der drei Vergleichsgruppen unterscheidet sich signifikant 

zwischen der Pneumonie- und Volunteergruppe (p = 0,035) (s. Tabelle 4). Die 

Pneumoniegruppe weist den höchsten BMI mit 27,4 kg/m2 (SD = 4,40), gefolgt von der Sepsis- 

(25,7 kg/m2 (SD = 6,06) und der Volunteergruppe (25, 2 kg/m2 (SD = 2,83) auf.    

Zur Beurteilung der Komorbiditäten der Studiengruppe Pneumonie und Sepsis (s. Abbildung 

12) wurden sie bezüglich der vier epidemiologisch relevantesten Vorerkrankungen evaluiert: 

Adipositas (BMI ≥ 30,0 kg/m2), Diabetes Mellitus (unabhängig vom Typ), chronische 

Niereninsuffizienz (entnommen aus der Patientenakte) und Herzinsuffizienz (ab NYHA-I). Zur 

Interpretation der Werte und ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden 

Gruppen gibt, wurde mit dem exaktem Fisher-Test und dem zweiseitigen p-Wert gerechnet. 

Hierbei zeigt ein p-Wert > 0,05 an, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen hinsichtlich eines Merkmals gibt. Bezüglich den Komorbiditäten Adipositas 

(p = 0,489), Diabetes Mellitus (p > 0,05) und der chronischen Niereninsuffizienz (p = 0,211) 

konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden. Lediglich bezüglich der Herzinsuffizienz 

(p = 0,033) zeigten die Pneumonie- und Sepsisgruppe einen signifikanten Unterschied.  



Ergebnisse 

 

62 

 

Abbildung 12. Komorbiditäten der Pneumonie und Sepsisgruppe.  Anm.: Adipositas ist 

definiert als BMI ≥ 30,0 kg/m2, Diabetes Mellitus unabhängig vom Typ, Herzinsuffizienz ab 

NYHA I und Diagnose der chronischen Niereninsuffizienz aus Patientenakten entnommen. 

*Bei der Sepsiskohorte fehlten die Daten bezüglich der Adipositas eines Patienten und des 

NYHA-Stadiums von vier Patienten. 

  



Ergebnisse 

 

63 

3.1.2 Klinische Parameter Pneumonie vs. Sepsis  

Die Entzündungsparameter (Leukozyten, CRP, PCT und IL-6) an Tag 0 wurden zwischen der 

Pneumonie- und der Sepsisgruppe verglichen (s. Abbildung 13 und Abbildung 14, vgl. Tabelle 

4). Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied aller Werte zwischen den Gruppen: 

Leukozyten (9,85 (SD = 4,76) vs. 15,36 (SD = 7,93) G/l; p = 0,032), Procalcitonin (0,18 

(IQR = 0,13-0,68) vs. 4,7 (1,8-9,8) ng/ml; p<0,001), CRP (11,25 (SD = 10,74) vs. 23,6 

(SD = 10,75) mg/dl; p = 0,002) und IL-6 (26,0 (IQR = 13,0-64,0) vs. 289,0 (IQR = 102,8-

2168,5) pg/ml; p=0,004).  

Die Thrombozytenzahl an Tag 0 unterschied sich nicht signifikant zwischen der Pneumonie 

und Sepsiskohorte (p = 0,514). Beide Gruppen zeigten einen Median von 221 x 103 

Thrombozyten /µl und befinden sich somit im Normalbereich von 150 – 350 x 103 

Thrombozyten /µl (keine Abbildung).   

Laborchemische Parameter zur Beurteilung der Nierenfunktion (Kreatinin und Harnstoff) 

wurden ebenfalls zwischen den Gruppen verglichen. Hierbei zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied des Kreatinins (1,28 (SD = 1,15) vs. 1,5 (SD = 0,76) mg/dl, p = 0,380) und des 

Harnstoffes (48,0 (IQR = 26,0-111,0) vs. 52,5 (IQR = 36,0-82,5) mg/dl, p = 0,571).  
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Abbildung 13. Pneumonie vs. Sepsis: Leukozyten und Procalcitonin an Tag 0.  Auf der X-

Achse sind jeweils die Gruppen Pneumonie und Sepsis abgebildet. Auf der Y-Achse der 

Entzündungsparameter in der jeweiligen Einheit. Die Skala bei Procalcitonin ist logarithmisch 

abgebildet. Der Boxplot ist folgendermaßen zu interpretieren: der Median (50. Perzentile) ist als 

schwarzer Strich im Boxplot aufgeführt. Die Box bildet sich aus dem oberen Rand (75. Perzentile) und 

unteren Rand (25. Perzentile). Der Rand rechts und links bildet den Interquartilbereich (IQR) ab (75. 

Perzentil-25. Perzentil). Werte die sich im obersten 25. Perzentil befinden werden durch einen 

senkrechten Strich mit Whisker gezeigt. Ausreißer werden mittels Kreise einzeln aufgeführt und der 

Wert wird angegeben. Zur besseren Darstellbarkeit wurden hier auch die Mediane für die Leukozyten 

verwendet. 
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Abbildung 14. Pneumonie vs. Sepsis: CRP und IL-6 an Tag 0.  Auf der X-Achse sind jeweils 

die Gruppen Pneumonie und Sepsis abgebildet. Auf der Y-Achse der Entzündungsparameter in der 

jeweiligen Einheit. Die Skala bei IL-6 ist logarithmisch abgebildet. Der Boxplot ist folgendermaßen zu 

interpretieren: der Median (50. Perzentile) ist als schwarzer Strich im Boxplot aufgeführt. Die Box bildet 

sich aus dem oberen Rand (75. Perzentile) und unteren Rand (25. Perzentile). Der Rand rechts und 

links bildet den Interquartilbereich (IQR) ab (75. Perzentil-25. Perzentil). Werte die sich im obersten 25. 

Perzentil befinden werden durch einen senkrechten Strich mit Whisker gezeigt. Ausreißer werden 

mittels Kreise einzeln aufgeführt und der Wert wird angegeben. Zur besseren Darstellbarkeit wurden 

hier auch die Mediane für das CRP verwendet. Abk.: CRP: C-reaktives Protein, IL-6: Interleukin 6.  
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3.1.3 Klinischer Verlauf der Sepsispatienten  

Entzündungswerte wie die Leukozytenzahl, das Procalcitonin (PCT), das C-reaktive Protein 

(CRP), das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) und das Laktat werden zur Beurteilung des Verlaufs 

einer Infektion und das Ansprechen von Therapiemaßnahmen herangezogen.9, 47, 74 

Deswegen ist es auch wichtig nicht nur einen einzelnen Wert, sondern dessen Verlauf zu 

bewerten.  

Abbildung 15 zeigt den Verlauf der Leukozytenzahl, dem CRP und PCT in unserer 

Sepsiskohorte in den ersten 21 Tagen nach Studieneinschluss. Die Leukozytenzahl zeigt zwei 

Maxima, nämlich an Tag 0 (14,6 (IQR = 8,2 - 18,6) G/l) und Tag 10 (14,6 (IQR = 10,1 - 19,5) 

G/l). An Tag 14 (9,4 (IQR = 7,4 - 17,4) G/l) wird der laborinterne Normbereich (3,90 - 9,80 G/l) 

erreicht. Das CRP zeigt nach einem Anstieg innerhalb des ersten Tages mit einem Maximum 

von 23,5 (IQR = 16,7 - 32,5) mg/dl einen stetigen Abfall, jedoch ohne Erreichen des 

Normbereiches (≤ 0,5 mg/dl) innerhalb der beobachteten 21 Tage. Das Procalcitonin zeigt 

ebenfalls einen Anstieg an Tag 1 von 4,7 (IQR = 1,8 - 9,8) auf 5,0 (IQR = 3,1 - 12,5) ng/ml, 

fällt an Tag 14 auf ein Minimum von 0,33 (IQR = 0,31 - 3,0) ng/ml und steigt an Tag 21 wieder 

minimal an (0,6 (IQR = 0,1 - 4,1) ng/ml). Dabei wird während des Beobachtungszeitraumes 

der Normbereich (≤ 0,1 ng/ml) nicht erreicht.  

Das Zytokin IL-6, fällt innerhalb der ersten 21 Tage nach Studieneinschluss der Sepsis, jedoch 

ohne Erreichen des laborinternen Normbereiches von ≤ 5,9 pg/ml (s. Abbildung 16).  

Ein erhöhter Laktatspiegel kann auf eine zelluläre Dysfunktion bei Sepsis hindeuten und wird 

zur Diagnostik eines septischen Schocks herangezogen.11 Der Verlauf des Laktatspiegels 

unserer Sepsiskohorte (s. Abbildung 17), zeigt ein Maximum an Tag 0 von 2,65 

(IQR = 1,6 - 4,12) mmol/l, ein Erreichen des Normbereiches (0,5 - 1,6 mmol/l) an Tag 4 (1,4 

(IQR = 1,2 - 1,7) mmol/l) und einen minimalen Wert an Tag 14 (1,15 (IQR = 1,0 - 1,7) mmol/l).   

Ein Patient der Sepsiskohorte ist hervorzuheben, der zu Beginn eine Pneumonie aufwies und 

während der Studie einen septischen Schock mit Reanimationspflichtigkeit entwickelte. Er 

zeigte Ausreißer des IL-6- (446 000 pg/ml) und PCT- (421,24 ng/ml) Wertes an Tag 0 und 

hatte stets einer der maximalen Score-Werte (beispielsweise SAPS II Tag 0 (83 Punkte), 

SOFA-Score an Tag 0 (21 Punkte) und APACHE II an Tag 1 (51 Punkte)). Seine CRP-Werte 

stiegen in der ersten vier Tagen nach Studieneinschluss (20,6 vs. 36,8 mg/dl), fielen zwischen 

den Tagen 7 bis 14 und zeigten an Tag 14 ein weiteres Maximum (42 mg/dl) nach erfolgter 

Reanimation zwischen Tag 10 und 14. Als Komorbiditäten wies der Patient eine chronisch 

obstruktive Lungenvorerkrankung sowie eine moderate Leberinsuffizienz auf. Er entwickelte 

in den ersten Tagen ein akutes dialysepflichtiges Nierenversagen und zeigte insgesamt einen 



Ergebnisse 

 

67 

langen intensivmedizinischen Aufenthalt von 17 Tagen, verstarb während der Studie jedoch 

nicht.   

 

 

 

Abbildung 15. Verlauf der Entzündungswerte Leukozyten, CRP und PCT bei Sepsis in 

den ersten 21 Tagen.  Zu sehen ist die Zeitangabe auf der x-Achse in Tagen und der Median des 

entsprechendes Laborwertes auf der y-Achse. Verlauf der Leukozytenzahl (blau), des C-reaktiven 

Proteins (CRP, grün) und Procalcitonins (PCT, rot). Die Leukozytenzahl zeigt einen zweigipfligen 

Verlauf mit zwei Maxima an Tag 0 und Tag 10, jedoch mit Erreichen des laborinternen Normbereiches 

(3,90 - 9,80 G/l) an Tag 14. Das CRP zeigt nach einem Anstieg innerhalb des ersten Tages einen 

stetigen Abfall, jedoch ohne Erreichen des Normbereiches (≤ 0,5 mg/dl) innerhalb der 21 Tage. Das 

Procalcitonin zeigt ebenfalls einen Anstieg an Tag 1, fällt dann auf ein Minimum an Tag 14 mit einem 

minimalen Anstieg an Tag 21, ohne Erreichens des Normbereiches (≤ 0,1 ng/ml). 
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Abbildung 16. Verlauf des IL-6-Wertes bei Sepsis in den ersten 21 Tagen.  Deutlich wird 

ein Abwärtstrend des IL-6 innerhalb der ersten 21 Tage nach Erstdiagnose der Sepsis, jedoch ohne 

Erreichen des laborinternen Normbereiches (≤ 5,9 pg/ml). 

 

 

Abbildung 17. Verlauf der Laktatwerte bei Sepsis in den ersten 21 Tagen.  Der Verlauf des 

Laktatspiegels zeigt ein Maximum an Tag 0 und im Verlauf einen Abfall mit einem Minimum an Tag 10 

und einem kleinen Anstieg an Tag 14. Der Normbereich (0,5 - 1,6 mmol/l) wird an Tag 4 erreicht.   
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Zur Beurteilung eines Sepsispatienten können bei Erstaufnahme, sowie im weiteren Verlauf, 

Scores erhoben werden. Der SOFA-Score, wie auch der MODS, sind klinische Tools zur 

Evaluierung der Organdysfunktion bzw. des Organversagens. Anders als z. B. beim APACHE 

II-Score, der zur Mortalitätsprognose verwendet wird, werden diese beiden zur Beurteilung 

von Organfunktionen und Morbidität herangezogen. Der klinische Verlauf der Sepsis, die zu 

Organversagen führen kann, ist ein dynamischer Prozess, der immer wieder überprüft werden 

sollte.75 Abbildung 18 zeigt den Verlauf der Scores bei unserer Sepsiskohorte in den ersten 7 

Tagen nach Erstdiagnose. Der SOFA-Score an Tag 0 ist nicht normalverteilt, weswegen hier 

die Angabe des Medians erfolgt. Zur besseren Vergleichbarkeit werden die anderen Tage und 

Scores ebenfalls als Median angegeben. An Tag 0 beträgt der Median 11,5 Punkte 

(IQR = 9,0 - 13,0), and Tag 1 10 Punkte (IQR = 8,0 - 12,5) und fällt bis zu Tag 7 auf 7,5 Punkte 

(IQR = 4,0 - 9,0) ab. Dies entspricht einem Abfall von 34,8% innerhalb von 7 Tagen. Der 

MODS zeigt an Tag 0 einen Median von 8 Punkten (IQR = 5,0 - 11,0) und an Tag 1 einen Wert 

von 7 Punkten (IQR = 5,0 - 9,0) an. An Tag 7 ergibt die Berechnung einen Wert von 4,5 

Punkten (IQR = 2,25 - 8,0). Dies entspricht einem Abfall von 43,75% im Vergleich zum Tag 0. 

Der APACHE II Score zeigt innerhalb der ersten 24 Stunden einen Abfall von 1,5 Punkten (Tag 

0: 23 Punkte (IQR = 15,0 - 31,0) und Tag 1 einen Wert von 21,5 Punkten (IQR = 13,0 - 28,25), 

was einen Abfall von 6,5% entspricht. An Tag 7 ergibt der Median 17,5 Punkte 

(IQR = 11,25 - 25,5), was einen Abfall von 24% im Vergleich zum Tag 0 entspricht.  
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Abbildung 18. Verlauf SOFA-, APACHE II-Score und MODS bei Sepsis.  Aufgeführt sind drei 

klinisch angewendete Scores bei Sepsis: SOFA-Score (blau), APACHE II- Score (rot) und MODS (grün). 

Auf der x-Achse sind die Tage nach Erstdiagnose und auf der y-Achse die Punktzahl-Mediane des 

jeweiligen Tages aufgeführt. Zwar wurden die Scores auch für die Tage 10, 14 und 21 aufgezeichnet, 

jedoch haben für die Mehrheit der Patienten die Eintragung gefehlt, weswegen sie hier nicht aufgeführt 

werden. Es ist ein deutlicher Abwärtstrend der Scores innerhalb der ersten Woche nach Therapiebeginn 

zu verzeichnen. Abk.: SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; APACHE II: Acute Physiology And 

Chronic Health Evaluation II; MODS: Multiple Organ Dysfunction Score 
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3.2 Probenausbeute  

Die mediane extrahierte Gesamtmenge der RNA aus 1 ml Serum über alle drei Gruppen 

hinweg lag bei 11,45 (4,67 - 24,10) ng. Die mediane Gesamtmenge der RNA, die mittels 

miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) extrahiert werden 

konnte, war bei der Pneumoniegruppe 11,26 (2,73 - 30,71) ng, bei der Sepsisgruppe 20,04 

(11,94 - 64,60) ng und für die Volunteer-Gruppe 7,26 (1,00 - 11,45) ng. Die durch das FastQC 

überprüfte Qualität erreichte stets einen medianen Phred Score von 38 oder 40.   

3.2.1 miRNAs 

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der gesamt RNA-Seq Analyse sollte vor weiteren 

Schritten untersucht werden. Diese sollte hoch sein (Spearman R2 >0,9), damit erwartet 

werden kann, dass die Proben einer Gruppe (Pneumonie, Sepsis und Volunteers) in der PCA 

(engl. principal component analysis) geclustert werden.66 Die Clusterung bedeutet, dass es 

Expressionsunterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen, nicht jedoch zwischen den 

einzelnen Teilnehmer innerhalb einer Gruppe, gibt. Die PCA unserer Arbeitsgruppe zeigte bei 

der Analyse der 500 miRNAs mit der größten Varianz, dass Sepsispatienten von Volunteers 

genauer getrennt werden können als im Vergleich zu Pneumoniepatienten (Ergebnisse nicht 

abgebildet).76  

3.2.1.1 Pneumoniepatienten vs. Volunteers 

Zunächst erfolgte der Vergleich der miRNA-Expressionsprofile zwischen den verschiedenen 

Kohorten nur anhand der vorher bestimmten Filterkriterien (baseMean≥50, signifikanter 

Log2FC sowie p-adj < 0,05). Hier erbrachte der Vergleich zwischen den Pneumoniepatienten 

und den Volunteers (gesunden Probanden) 27 signifikant regulierte miRNAs hervor (s. Tabelle 

5 und Abbildung 19), darunter 12 hochregulierte und 15 runterregulierte miRNAs.  

Hierbei zeigten sich folgende fünf miRNA in der Pneumoniekohorte am höchsten hochreguliert 

(Angabe: miRNAs (log2FoldChange)): miR-432-5p (1,58), miR-493-3p (1,53), miR-4732-

5p (1,31), miR-495-3p (1,28) und miR-199a-5p (1,25).  

Folgende fünf miRNA wurden in der Pneumoniekohorte gegenüber der Volunteergruppe am 

meisten runterreguliert: miR-193b-5p (-1,61), miR-542-3p (-1,71), miR-885-5p (-1,78), miR-

193a-5p (-2,00) und miR-582-3p (-2,20).  
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miRNA baseMean log2FC lfcSE stat p-Wert p-adj 

hsa-miR-432-5p 326,39 1,58 0,39 4,07 0,0000 0,0020 

hsa-miR-493-3p 82,98 1,53 0,41 3,75 0,0002 0,0049 

hsa-miR-4732-5p 119,91 1,31 0,36 3,66 0,0003 0,0058 

hsa-miR-495-3p 78,28 1,28 0,36 3,59 0,0003 0,0071 

hsa-miR-199a-5p 273,61 1,25 0,28 4,50 0,0000 0,0004 

hsa-miR-4446-3p 76,67 1,20 0,43 2,78 0,0054 0,0469 

hsa-miR-335-3p 65,26 1,11 0,34 3,29 0,0010 0,0147 

hsa-let-7b-5p 21888,05 1,08 0,35 3,07 0,0022 0,0242 

hsa-miR-127-3p 107,18 1,07 0,30 3,57 0,0004 0,0071 

hsa-miR-543 777,64 1,07 0,36 2,96 0,0031 0,0302 

hsa-miR-381-3p 338,16 1,05 0,38 2,77 0,0056 0,0469 

hsa-miR-379-5p 98,47 1,04 0,31 3,29 0,0010 0,0147 

hsa-miR-450a-5p 60,41 -1,01 0,28 -3,58 0,0003 0,0071 

hsa-miR-27a-5p 92,88 -1,06 0,32 -3,37 0,0008 0,0127 

hsa-miR-27a-3p 15110,34 -1,08 0,20 -5,30 0,0000 0,0000 

hsa-miR-148a-3p 333993,48 -1,12 0,29 -3,81 0,0001 0,0048 

hsa-miR-223-5p 5522,36 -1,12 0,27 -4,17 0,0000 0,0014 

hsa-let-7b-3p 157,69 -1,17 0,24 -4,92 0,0000 0,0001 

hsa-miR-145-3p 413,82 -1,24 0,25 -5,02 0,0000 0,0001 

hsa-miR-450b-5p 93,27 -1,29 0,29 -4,46 0,0000 0,0004 

hsa-miR-338-5p 260,70 -1,31 0,24 -5,38 0,0000 0,0000 

hsa-miR-452-5p 77,90 -1,40 0,39 -3,64 0,0003 0,0062 

hsa-miR-193b-5p 85,69 -1,61 0,43 -3,73 0,0002 0,0049 

hsa-miR-542-3p 74,97 -1,71 0,31 -5,57 0,0000 0,0000 

hsa-miR-885-5p 75,44 -1,78 0,57 -3,12 0,0018 0,0223 

hsa-miR-193a-5p 1371,81 -2,00 0,30 -6,75 0,0000 0,0000 

hsa-miR-582-3p 587,44 -2,20 0,36 -6,19 0,0000 0,0000 

Tabelle 5. Die 27 signifikant regulierten miRNAs zwischen Patienten mit einer ambulant 

erworbenen Pneumonie und gesunden Probanden (Volunteers).  Die miRNAs sind anhand 

ihres Log2FoldChange (log2FC) in absteigender Reihenfolge gelistet. MiRNAs mit einem positiven 

log2FC sind in der Pneumoniegruppe hochreguliert (grau hinterlegt), miRNAs mit einem negativen 

log2FC sind hingegen runterreguliert (weiß hinterlegt). Abk.: lfcSE: Standardfehler des Log2FC, stat: 

Wald-Test Statistik, p-Wert: des Wald-Test, p- adj: Benjamini-Hochberg angepasster p-Wert. 
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Abbildung 19. Log2 Fold Change der signifikant veränderten miRNAs zwischen 

ambulant erworbener Pneumonie und Volunteers.  Zu sehen ist der log2FoldChange (log2FC) 

der 27 signifikant verändert exprimierten miRNAs in der Pneumoniegruppe gegenüber der 

Volunteerkohorte. Zur Interpretation: die miR-432-5p ist in der Pneumoniegruppe mit einem log2FC von 

1,58 etwa dreimal so häufig exprimiert wie in der Volunteergruppe (21,58 = 2,99), während die miR-582-

3p mit einem log2FC von -2,2 (2-2,2 = 0,22) im Vergleich etwa fünf Mal weniger exprimiert wird.  
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3.2.1.2 Sepsispatienten vs. Volunteer 

Die Analyse brachte weiterhin 66 verändert exprimierte miRNAs zwischen der Sepsis- und der 

Volunteergruppe (s. Tabelle 6 und Abbildung 20) darunter 34 hochregulierte und 32 

runterregulierte miRNAs.   

miRNA baseMean log2FC lfcSE stat p-Wert p-adj 

hsa-miR-4433b-3p 288,49 4,34 0,62 7,02 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4446-3p 76,67 3,53 0,47 7,44 0,0000 0,0000 

hsa-miR-1228-5p 59,06 3,27 0,88 3,74 0,0002 0,0021 

hsa-miR-199a-5p 273,61 2,19 0,30 7,40 0,0000 0,0000 

hsa-miR-370-3p 265,74 2,10 0,38 5,49 0,0000 0,0000 

hsa-miR-493-3p 82,98 2,10 0,43 4,84 0,0000 0,0000 

hsa-miR-432-5p 326,39 2,09 0,41 5,06 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4732-5p 119,91 2,06 0,38 5,40 0,0000 0,0000 

hsa-miR-485-5p 94,20 1,90 0,41 4,57 0,0000 0,0001 

hsa-miR-495-3p 78,28 1,85 0,38 4,88 0,0000 0,0000 

hsa-let-7e-5p 195,68 1,78 0,35 5,04 0,0000 0,0000 

hsa-miR-335-3p 65,26 1,68 0,36 4,69 0,0000 0,0001 

hsa-miR-409-3p 1488,93 1,67 0,36 4,66 0,0000 0,0001 

hsa-miR-379-5p 98,47 1,67 0,34 4,96 0,0000 0,0000 

hsa-miR-485-3p 62,68 1,66 0,56 2,95 0,0031 0,0209 

hsa-miR-342-5p 256,23 1,64 0,36 4,60 0,0000 0,0001 

hsa-miR-381-3p 338,16 1,63 0,40 4,02 0,0001 0,0007 

hsa-miR-423-5p 24114,11 1,62 0,35 4,70 0,0000 0,0001 

hsa-miR-4433b-5p 104,60 1,51 0,49 3,09 0,0020 0,0146 

hsa-miR-11400 169,78 1,49 0,33 4,47 0,0000 0,0002 

hsa-miR-224-5p 229,54 1,48 0,36 4,12 0,0000 0,0006 

hsa-miR-543 777,64 1,47 0,38 3,82 0,0001 0,0015 

hsa-let-7b-5p 21888,05 1,46 0,37 3,91 0,0001 0,0011 

hsa-miR-654-3p 150,59 1,46 0,36 4,02 0,0001 0,0007 

hsa-miR-127-3p 107,18 1,36 0,32 4,27 0,0000 0,0003 

hsa-miR-340-3p 86,03 1,27 0,32 3,98 0,0001 0,0008 

hsa-miR-374a-5p 66,00 1,26 0,27 4,64 0,0000 0,0001 

hsa-miR-151a-3p 28081,60 1,15 0,28 4,10 0,0000 0,0006 

hsa-miR-323b-3p 67,28 1,14 0,40 2,89 0,0039 0,0245 

hsa-miR-134-5p 329,15 1,06 0,34 3,11 0,0019 0,0139 

hsa-miR-744-5p 1180,20 1,06 0,23 4,63 0,0000 0,0001 

hsa-miR-26a-5p 18127,77 1,06 0,23 4,67 0,0000 0,0001 

hsa-miR-1908-5p 116,10 1,04 0,34 3,10 0,0019 0,0143 

hsa-miR-144-3p 767,76 1,01 0,30 3,39 0,0007 0,0062 

hsa-miR-155-5p 238,58 -1,00 0,28 -3,56 0,0004 0,0038 

hsa-miR-125b-5p 889,46 -1,02 0,34 -3,03 0,0024 0,0168 

hsa-miR-29a-3p 1638,73 -1,03 0,33 -3,14 0,0017 0,0131 

hsa-miR-192-5p 6252,24 -1,05 0,40 -2,64 0,0082 0,0439 

hsa-miR-27b-3p 7554,04 -1,09 0,33 -3,30 0,0010 0,0083 

Tabelle 6. Fortsetzung nächste Seite 
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hsa-miR-378d 119,52 -1,10 0,26 -4,17 0,0000 0,0005 

hsa-miR-125a-3p 51,92 -1,12 0,29 -3,93 0,0001 0,0011 

hsa-miR-223-5p 5522,36 -1,14 0,28 -4,02 0,0001 0,0007 

hsa-miR-502-3p 135,67 -1,15 0,25 -4,57 0,0000 0,0001 

hsa-miR-99a-5p 30102,77 -1,17 0,41 -2,88 0,0039 0,0245 

hsa-miR-30a-5p 2719,20 -1,24 0,36 -3,43 0,0006 0,0058 

hsa-miR-30a-3p 242,44 -1,26 0,30 -4,15 0,0000 0,0005 

hsa-miR-582-3p 587,44 -1,32 0,38 -3,49 0,0005 0,0049 

hsa-miR-503-5p 167,45 -1,35 0,25 -5,48 0,0000 0,0000 

hsa-miR-122-5p 176519,71 -1,44 0,54 -2,65 0,0081 0,0436 

hsa-miR-27a-5p 92,88 -1,47 0,33 -4,42 0,0000 0,0002 

hsa-miR-148a-3p 333993,48 -1,47 0,31 -4,72 0,0000 0,0001 

hsa-miR-378c 72,35 -1,56 0,30 -5,27 0,0000 0,0000 

hsa-miR-378i 117,41 -1,68 0,29 -5,73 0,0000 0,0000 

hsa-miR-450b-5p 93,27 -1,69 0,30 -5,59 0,0000 0,0000 

hsa-miR-193b-5p 85,69 -1,72 0,46 -3,77 0,0002 0,0018 

hsa-miR-338-5p 260,70 -1,75 0,26 -6,80 0,0000 0,0000 

hsa-miR-500a-3p 94,58 -1,76 0,33 -5,32 0,0000 0,0000 

hsa-miR-378a-3p 3015,25 -1,79 0,26 -6,77 0,0000 0,0000 

hsa-miR-452-5p 77,90 -1,79 0,41 -4,41 0,0000 0,0002 

hsa-miR-499a-5p 138,33 -1,88 0,45 -4,17 0,0000 0,0005 

hsa-miR-542-3p 74,97 -1,95 0,32 -6,05 0,0000 0,0000 

hsa-miR-95-3p 93,17 -2,01 0,41 -4,88 0,0000 0,0000 

hsa-miR-1246 523,70 -2,12 0,50 -4,27 0,0000 0,0003 

hsa-miR-511-5p 486,95 -2,13 0,38 -5,56 0,0000 0,0000 

hsa-miR-193a-5p 1371,81 -2,48 0,31 -7,89 0,0000 0,0000 

hsa-miR-885-5p 75,44 -2,73 0,60 -4,54 0,0000 0,0001 

Tabelle 6. Die 66 signifikant regulierten miRNAs zwischen Patienten mit einer Sepsis 

und gesunden Probanden (Volunteer).  Die miRNAs sind anhand ihres Log2FoldChanges 

(log2FC) in absteigender Reihenfolge gelistet. Die in der Sepsisgruppe hochregulierten miRNAs mit 

einem positiven log2FC sind grau hinterlegt, während die runterregulierten miRNAs mit einem negativen 

log2FC weiß hinterlegt sind. Abk.: lfcSE: Standfehler des Log2FC, stat: Wald-Test Statistik, p-Wert: des 

Wald-Test, p- adj: Benjamini-Hochberg angepasster p-Wert. 
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Abbildung 20. Log2FoldChange der signifikant veränderten miRNAs zwischen Patienten mit Sepsis und gesunden Probanden 

(Volunteers).  Zu sehen ist der log2FoldChange (log2FC) der 66 signifikant veränderten exprimierten miRNAs der Sepsisgruppe gegenüber der Volunteerkohorte. 

Zur Interpretation: Die miRNA-4433b-3p ist mit einem log2FC von 4,34 (24,34 = 20,25) etwa zwanzig Mal so häufig in der Sepsisgruppe exprimiert wie in der 

Volunteergruppe. Die miR-885-5p ist mit einem log2FC von -2,73 (2-2,73 = 0,15) etwa sechs-bis siebenfach weniger exprimiert.
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Wir haben zusätzlich die Volunteergruppe mit denjenigen Sepsispatienten verglichen, die 

einen septischen Schock hatten. Dies erbrachte 78 verändert exprimierte miRNAs hervor, 

darunter 28 hochregulierte und 50 runterregulierte miRNAs (s. Tabelle 7 und Abbildung 21). 

miRNA baseMean Log2FC lfcSE stat pvalue padj 

hsa-miR-1228-5p 59,06 4,08 0,55 7,48 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4433b-3p 288,49 3,85 0,38 10,02 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4446-3p 76,67 3,57 0,29 12,29 0,0000 0,0000 

hsa-miR-432-5p 326,39 2,30 0,26 8,94 0,0000 0,0000 

hsa-miR-370-3p 265,74 2,30 0,24 9,63 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4732-5p 119,91 2,17 0,24 9,18 0,0000 0,0000 

hsa-miR-199a-5p 273,61 2,08 0,18 11,32 0,0000 0,0000 

hsa-miR-493-3p 82,98 1,98 0,27 7,41 0,0000 0,0000 

hsa-miR-423-5p 24114,11 1,91 0,22 8,80 0,0000 0,0000 

hsa-miR-485-5p 94,20 1,84 0,26 7,14 0,0000 0,0000 

hsa-miR-543 777,64 1,83 0,24 7,60 0,0000 0,0000 

hsa-let-7b-5p 21888,05 1,79 0,23 7,64 0,0000 0,0000 

hsa-let-7e-5p 195,68 1,77 0,22 8,03 0,0000 0,0000 

hsa-miR-495-3p 78,28 1,68 0,23 7,17 0,0000 0,0000 

hsa-miR-485-3p 62,68 1,67 0,35 4,80 0,0000 0,0000 

hsa-miR-342-5p 256,23 1,63 0,22 7,32 0,0000 0,0000 

hsa-miR-409-3p 1488,93 1,60 0,22 7,13 0,0000 0,0000 

hsa-miR-381-3p 338,16 1,58 0,25 6,25 0,0000 0,0000 

hsa-miR-335-3p 65,26 1,35 0,22 6,16 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4433b-5p 104,60 1,35 0,30 4,45 0,0000 0,0000 

hsa-miR-379-5p 98,47 1,33 0,21 6,42 0,0000 0,0000 

hsa-miR-744-5p 1180,20 1,32 0,14 9,22 0,0000 0,0000 

hsa-miR-11400 169,78 1,23 0,21 5,92 0,0000 0,0000 

hsa-miR-654-3p 150,59 1,16 0,23 5,11 0,0000 0,0000 

hsa-miR-151a-3p 28081,60 1,15 0,18 6,54 0,0000 0,0000 

hsa-miR-127-3p 107,18 1,04 0,20 5,29 0,0000 0,0000 

hsa-miR-374a-5p 66,00 1,04 0,17 6,27 0,0000 0,0000 

hsa-miR-3158-3p 468,37 1,03 0,26 3,90 0,0001 0,0004 

hsa-miR-145-3p 413,82 -1,01 0,16 -6,12 0,0000 0,0000 

hsa-miR-125a-3p 51,92 -1,03 0,18 -5,72 0,0000 0,0000 

hsa-miR-660-5p 59,21 -1,04 0,18 -5,64 0,0000 0,0000 

hsa-miR-122-5p 176519,71 -1,05 0,34 -3,09 0,0020 0,0064 

hsa-miR-223-5p 5522,36 -1,06 0,18 -5,92 0,0000 0,0000 

hsa-miR-194-5p 1538,24 -1,07 0,22 -4,77 0,0000 0,0000 

hsa-miR-200a-3p 214,07 -1,07 0,26 -4,06 0,0000 0,0002 

hsa-miR-27a-5p 92,88 -1,11 0,21 -5,28 0,0000 0,0000 

hsa-miR-191-5p 8268,75 -1,11 0,25 -4,40 0,0000 0,0001 

hsa-miR-378d 119,52 -1,11 0,17 -6,71 0,0000 0,0000 

hsa-miR-499a-5p 138,33 -1,13 0,28 -3,97 0,0001 0,0003 

hsa-miR-361-5p 129,02 -1,13 0,13 -8,37 0,0000 0,0000 

Tabelle 7. Fortsetzung nächste Seite 
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hsa-miR-181b-5p 583,34 -1,17 0,14 -8,50 0,0000 0,0000 

hsa-miR-503-5p 167,45 -1,17 0,16 -7,53 0,0000 0,0000 

hsa-miR-192-5p 6252,24 -1,19 0,25 -4,80 0,0000 0,0000 

hsa-miR-182-5p 1375,18 -1,24 0,22 -5,52 0,0000 0,0000 

hsa-miR-29a-3p 1638,73 -1,24 0,21 -6,02 0,0000 0,0000 

hsa-miR-155-5p 238,58 -1,25 0,18 -7,10 0,0000 0,0000 

hsa-miR-100-5p 1862,06 -1,27 0,24 -5,37 0,0000 0,0000 

hsa-miR-206 373,27 -1,31 0,40 -3,28 0,0010 0,0036 

hsa-miR-130b-3p 62,61 -1,38 0,22 -6,22 0,0000 0,0000 

hsa-miR-582-3p 587,44 -1,39 0,24 -5,88 0,0000 0,0000 

hsa-miR-125b-5p 889,46 -1,40 0,21 -6,60 0,0000 0,0000 

hsa-miR-502-3p 135,67 -1,41 0,16 -8,90 0,0000 0,0000 

hsa-miR-378c 72,35 -1,41 0,19 -7,58 0,0000 0,0000 

hsa-miR-30a-3p 242,44 -1,41 0,19 -7,40 0,0000 0,0000 

hsa-miR-30c-5p 858,30 -1,43 0,27 -5,21 0,0000 0,0000 

hsa-miR-203a-3p 123,51 -1,44 0,27 -5,35 0,0000 0,0000 

hsa-miR-148a-3p 333993,48 -1,46 0,20 -7,49 0,0000 0,0000 

hsa-miR-152-3p 536,96 -1,48 0,25 -5,89 0,0000 0,0000 

hsa-miR-193b-5p 85,69 -1,48 0,29 -5,16 0,0000 0,0000 

hsa-miR-378i 117,41 -1,57 0,18 -8,53 0,0000 0,0000 

hsa-miR-200c-3p 93,90 -1,57 0,26 -6,03 0,0000 0,0000 

hsa-miR-99a-5p 30102,77 -1,59 0,26 -6,24 0,0000 0,0000 

hsa-miR-27b-3p 7554,04 -1,62 0,21 -7,81 0,0000 0,0000 

hsa-miR-3168 18285,99 -1,67 0,52 -3,18 0,0015 0,0049 

hsa-miR-378a-3p 3015,25 -1,68 0,17 -10,18 0,0000 0,0000 

hsa-miR-1-3p 1124,13 -1,70 0,33 -5,20 0,0000 0,0000 

hsa-miR-450b-5p 93,27 -1,79 0,19 -9,40 0,0000 0,0000 

hsa-miR-200b-3p 71,49 -1,80 0,24 -7,43 0,0000 0,0000 

hsa-miR-338-5p 260,70 -1,82 0,16 -11,24 0,0000 0,0000 

hsa-miR-542-3p 74,97 -1,90 0,20 -9,30 0,0000 0,0000 

hsa-miR-511-5p 486,95 -1,92 0,24 -7,96 0,0000 0,0000 

hsa-miR-30a-5p 2719,20 -1,96 0,23 -8,66 0,0000 0,0000 

hsa-miR-500a-3p 94,58 -2,07 0,21 -9,94 0,0000 0,0000 

hsa-miR-95-3p 93,17 -2,15 0,26 -8,29 0,0000 0,0000 

hsa-miR-193a-5p 1371,81 -2,55 0,20 -12,93 0,0000 0,0000 

hsa-miR-452-5p 77,90 -2,64 0,26 -10,33 0,0000 0,0000 

hsa-miR-885-5p 75,44 -2,93 0,38 -7,71 0,0000 0,0000 

hsa-miR-1246 523,70 -3,14 0,31 -10,10 0,0000 0,0000 

Tabelle 7. Die 78 signifikant regulierten miRNAs zwischen Patienten mit einem septischen 

Schock und gesunden Probanden (Volunteer).  Die miRNAs sind anhand ihres Log2FoldChanges 

(log2FC) in absteigender Reihenfolge gelistet. Die in der Kohorte mit septischen Schock hochregulierten 

miRNAs mit einem positiven log2FC sind grau hinterlegt, während die runterregulierten miRNAs mit 

einem negativen log2FC weiß hinterlegt sind. Abk.: lfcSE: Standfehler des Log2FC, stat: Wald-Test 

Statistik, p-Wert: des Wald-Test, p- adj: Benjamini-Hochberg angepasster p-Wert. 
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Abbildung 21. Log2FoldChange der signifikant veränderten miRNAs zwischen Patienten mit septischen Schock und gesunden Probanden (Volunteers).  

Zu sehen ist der log2FoldChange (log2FC) der 78 signifikant veränderten exprimierten miRNAs der Sepsisgruppe mit septischen Schock gegenüber der 

Volunteerkohorte. Zur Interpretation: Die miRNA-1228-5p ist mit einem log2FC von 4,08 (24,08 = 16,91) etwa siebzehn Mal so häufig in der Sepsisgruppe exprimiert 

wie in der Volunteergruppe. Die miR-1246 ist mit einem log2FC von -3,14 (2-3,14 = 0,11) etwa neunfach weniger exprimiert. 
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3.2.1.3 Volunteers vs. Pneumoniepatienten 

Der Vergleich der miRNA-Expressionsprofile zwischen den Volunteers und 

Pneumoniepatienten brachte 29 signifikant regulierte miRNAs hervor (s. Tabelle 8 und 

Abbildung 22). Hierbei zeigten sich folgende fünf am höchsten hochregulierten miRNAs 

(log2FoldChange): miR-582-3p (2,53), miR-193a-5p (1,86), miR-542-3p (1,67), miR-885-5p 

(1,64) und miR-193b (1,50) und fünf (bzw. sechs) runterregulierte miRNAs (log2FoldChange): 

miR-432-5p (-1,65), miR-493-3p (-1,57), miR-654-5p (-1,55), miR-4732-5p (-1,32) und miR-

127-3p (-1,26) sowie miR-199-5 (-1,26). 

miRNA baseMean log2FC p-Wert p-adj 

hsa-miR-582-3p 585,82 2,53 0,0000 0,0000 

hsa-miR-193a-5p 1237,19 1,86 0,0000 0,0000 

hsa-miR-542-3p 63,20 1,67 0,0000 0,0000 

hsa-miR-885-5p 61,32 1,64 0,0043 0,0349 

hsa-miR-193b-5p 81,48 1,50 0,0009 0,0122 

hsa-miR-452-5p 57,00 1,37 0,0004 0,0076 

hsa-miR-450b-5p 75,95 1,31 0,0000 0,0014 

hsa-miR-27a-5p 82,11 1,29 0,0001 0,0028 

hsa-miR-338-5p 212,18 1,28 0,0000 0,0002 

hsa-miR-148a-3p 304143,06 1,18 0,0001 0,0034 

hsa-miR-145-3p 412,67 1,17 0,0000 0,0002 

hsa-miR-223-5p 5030,85 1,17 0,0000 0,0013 

hsa-let-7b-3p 160,00 1,15 0,0000 0,0005 

hsa-miR-27a-3p 14092,08 1,06 0,0000 0,0002 

hsa-miR-1273h-3p 88,35 1,05 0,0000 0,0009 

hsa-miR-320d 240,37 1,00 0,0036 0,0317 

hsa-miR-543 946,40 -1,01 0,0035 0,0317 

hsa-miR-335-3p 76,99 -1,08 0,0004 0,0076 

hsa-miR-381-3p 390,63 -1,08 0,0033 0,0315 

hsa-miR-379-5p 119,34 -1,12 0,0006 0,0095 

hsa-let-7b-5p 27141,91 -1,15 0,0020 0,0218 

hsa-miR-495-3p 91,14 -1,17 0,0005 0,0082 

hsa-miR-215-5p 423,71 -1,23 0,0025 0,0265 

hsa-miR-127-3p 122,90 -1,26 0,0000 0,0018 

hsa-miR-199a-5p 337,95 -1,26 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4732-5p 148,06 -1,32 0,0002 0,0040 

hsa-miR-654-5p 60,46 -1,55 0,0000 0,0016 

hsa-miR-493-3p 101,12 -1,57 0,0002 0,0040 

hsa-miR-432-5p 424,81 -1,65 0,0001 0,0021 

Tabelle 8. Die 29 signifikant regulierten miRNAs zwischen Volunteers und ambulant erworbener 

Pneumonie.  Die miRNAs sind anhand ihres Log2FoldChanges (log2FC) in absteigender Reihenfolge 

gelistet. Die in der Volunteerkohorte hochregulierten miRNAs mit einem positiven log2FC sind grau 

hinterlegt, während die runterregulierten miRNAs mit einem negativen log2FC weiß hinterlegt sind. Abk.: 

p-Wert: des Wald-Test, p- adj: Benjamini-Hochberg angepasster p-Wert. 



Ergebnisse 

 

81 

 

Abbildung 22. Log2Fold Change der signifikant veränderten miRNAs zwischen 

Volunteers und ambulant erworbener Pneumonie.  Zu sehen ist der log2Fold Change (log2FC) 

der 29 signifikant veränderten exprimierten miRNAs der Volunteers gegenüber der Pneumoniegruppe. 

Zur Interpretation: Die miRNA-582-3p ist mit einem log2FC von 2,53 (22,53 = 5,78) etwa sechs Mal 

häufiger in der Volunteergruppe exprimiert. Die miR-1246 ist mit einem log2FC von -1,65 (2-1,65 = 0,32) 

etwa dreifach weniger exprimiert. 
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3.2.1.4 Sepsis- vs. Pneumoniepatienten 

In einem weiteren Schritt wurden die miRNA-Expressionsmuster der Patienten mit einer  

Sepsis mit denen einer ambulant erworbenen Pneumonie verglichen.  

Die Analyse erbrachte 25 signifikant veränderte exprimierte miRNAs zwischen Sepsis- und 

Pneumoniepatienten (s. Tabelle 9 und Abbildung 23). Sie brachte folgende fünf am höchsten 

hochregulierte miRNAs (log2FoldChange): miR-1228-5p (4,70), miR-4433-3p (3,36), miR-

4446-3p (2,05), miR-370-3p (1,28) und let-7e-5p (1,26) hervor. Folgende miRNAs 

(log2FoldChange) wurden am meisten runterreguliert: miR-1246 (-2,41), miR-95-3p (-2,13), 

miR-1-3p (-1,71), miR-500a-3p (-1,67) und miR-200c-3p (-1,66).  

miRNA baseMean log2FC p-Wert p-adj 

hsa-miR-1228-5p 79,86 4,70 0,0000 0,0001 

hsa-miR-4433b-3p 402,55 3,36 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4446-3p 107,61 2,05 0,0000 0,0004 

hsa-miR-370-3p 327,22 1,28 0,0006 0,0118 

hsa-let-7e-5p 238,28 1,26 0,0001 0,0044 

hsa-miR-11400 189,74 1,08 0,0004 0,0087 

hsa-miR-150-3p 70,16 1,04 0,0017 0,0267 

hsa-miR-378a-3p 2574,52 -1,03 0,0001 0,0041 

hsa-miR-378c 67,89 -1,09 0,0004 0,0086 

hsa-miR-93-5p 620,40 -1,10 0,0001 0,0031 

hsa-miR-92a-3p 40541,23 -1,11 0,0007 0,0130 

hsa-miR-378i 111,31 -1,12 0,0003 0,0076 

hsa-miR-660-5p 54,08 -1,13 0,0007 0,0129 

hsa-miR-501-3p 437,95 -1,17 0,0000 0,0002 

hsa-miR-342-3p 58,31 -1,22 0,0033 0,0378 

hsa-miR-18a-3p 86,31 -1,30 0,0020 0,0273 

hsa-miR-192-5p 5623,89 -1,32 0,0008 0,0153 

hsa-miR-511-5p 478,87 -1,54 0,0000 0,0015 

hsa-miR-182-5p 1348,23 -1,58 0,0000 0,0008 

hsa-miR-200b-3p 52,43 -1,60 0,0001 0,0028 

hsa-miR-200c-3p 79,53 -1,66 0,0001 0,0028 

hsa-miR-500a-3p 76,65 -1,67 0,0000 0,0002 

hsa-miR-1-3p 1044,60 -1,71 0,0008 0,0143 

hsa-miR-95-3p 80,54 -2,13 0,0000 0,0002 

hsa-miR-1246 510,98 -2,41 0,0000 0,0002 

Tabelle 9. Die 25 signifikant regulierten miRNAs zwischen Sepsis und ambulant 

erworbener Pneumonie.  Die miRNAs sind anhand ihres Log2FoldChanges (log2FC) in 

absteigender Reihenfolge gelistet. Die in der Sepsiskohorte hochregulierten miRNAs mit einem 

positiven log2FC sind grau hinterlegt, während die runterregulierten miRNAs mit einem negativen 

log2FC weiß hinterlegt sind. Abk.: p-Wert: des Wald-Test, p- adj: Benjamini-Hochberg angepasster p-

Wert. 
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Abbildung 23. Log2 Fold Change der signifikant veränderten miRNAs zwischen Sepsis 

und Pneumonie.   Zu sehen ist der log2FoldChange (log2FC) der 25 signifikant veränderten 

exprimierten miRNAs der Sepsiskohorte gegenüber der Pneumoniegruppe. In der Sepsiskohorte waren 

die miRNAs miR-1228-5p und -4433b-3p gegenüber der Pneumoniekohorte am meisten hochreguliert 

und die miR-1246 und -95-3p am meisten runterreguliert.  

 

Bei der Untergruppe der Patienten mit einem septischen Schock konnten 26 miRNAs 

identifiziert werden, darunter 8 hoch- und 18 runterregulierte miRNAs (s. Tabelle 10 und 

Abbildung 24). Hier wird ersichtlich, dass die fünf am höchsten exprimierten miRNAs in der 

Gruppe mit septischen Schock sowohl im Vergleich mit gesunden Probanden als auch mit 

Pneumoniepatienten, die gleichen sind (miR-1228-5p, -4433b-3p, -4446-3p, -432-5p und -370-

3p). Ebenso werden die miRNAs miR-1246 und miR-95-3p bei Patienten mit septischen 

Schock im Vergleich zu Pneumoniepatienten und Volunteers runterreguliert.  
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miRNA baseMean log2FC lfcSE stat pvalue padj 

hsa-miR-1228-5p 59,06 5,01 0,75 6,66 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4433b-3p 288,49 3,77 0,53 7,09 0,0000 0,0000 

hsa-miR-4446-3p 76,67 2,36 0,40 5,85 0,0000 0,0000 

hsa-miR-423-5p 24114,11 1,44 0,30 4,80 0,0000 0,0002 

hsa-miR-370-3p 265,74 1,44 0,33 4,33 0,0000 0,0008 

hsa-miR-4433b-5p 104,60 1,28 0,42 3,04 0,0024 0,0290 

hsa-miR-150-3p 60,53 1,19 0,27 4,40 0,0000 0,0007 

hsa-let-7e-5p 195,68 1,14 0,31 3,71 0,0002 0,0061 

hsa-miR-660-5p 59,21 -1,01 0,27 -3,80 0,0001 0,0047 

hsa-miR-30a-5p 2719,20 -1,02 0,31 -3,24 0,0012 0,0192 

hsa-miR-93-5p 690,47 -1,02 0,24 -4,32 0,0000 0,0008 

hsa-miR-203a-3p 123,51 -1,07 0,38 -2,85 0,0043 0,0410 

hsa-miR-192-5p 6252,24 -1,07 0,35 -3,11 0,0018 0,0238 

hsa-miR-511-5p 486,95 -1,10 0,33 -3,30 0,0010 0,0173 

hsa-miR-18a-3p 96,81 -1,11 0,39 -2,81 0,0050 0,0465 

hsa-miR-152-3p 536,96 -1,11 0,35 -3,18 0,0015 0,0212 

hsa-miR-215-5p 553,50 -1,23 0,44 -2,80 0,0051 0,0467 

hsa-miR-452-5p 77,90 -1,23 0,35 -3,48 0,0005 0,0112 

hsa-miR-182-5p 1375,18 -1,25 0,31 -4,00 0,0001 0,0026 

hsa-miR-1-3p 1124,13 -1,56 0,45 -3,44 0,0006 0,0119 

hsa-miR-200c-3p 93,90 -1,59 0,37 -4,31 0,0000 0,0008 

hsa-miR-500a-3p 94,58 -1,60 0,30 -5,42 0,0000 0,0000 

hsa-miR-200b-3p 71,49 -1,62 0,34 -4,69 0,0000 0,0002 

hsa-miR-1299 53,84 -1,70 0,59 -2,87 0,0041 0,0398 

hsa-miR-95-3p 93,17 -1,88 0,37 -5,12 0,0000 0,0000 

hsa-miR-1246 523,70 -2,10 0,43 -4,85 0,0000 0,0001 

Tabelle 10. Die 26 signifikant regulierten miRNAs zwischen Patienten mit einem septischen 

Schock und Pneumoniepatienten.  Die miRNAs sind anhand ihres Log2FoldChanges (log2FC) in 

absteigender Reihenfolge gelistet. Die in der Kohorte mit septischen Schock hochregulierten miRNAs 

mit einem positiven log2FC sind grau hinterlegt, während die runterregulierten miRNAs mit einem 

negativen log2FC weiß hinterlegt sind. Abk.: lfcSE: Standfehler des Log2FC, stat: Wald-Test Statistik, 

p-Wert: des Wald-Test, p- adj: Benjamini-Hochberg angepasster p-Wert. 
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Abbildung 24. Log2FoldChange der signifikant veränderten miRNAs zwischen 

Patienten mit septischen Schock und Pneumoniepatienten.  Zu sehen ist der 

log2FoldChange (log2FC) der 26 signifikant veränderten exprimierten miRNAs der Sepsisgruppe mit 

septischen Schock gegenüber der Pneumoniekohorte. Zur Interpretation: Die miRNA-1228-5p ist mit 

einem log2FC von 5,01 (25,01=32,22) etwa zweiundreißig Mal so häufig in der Gruppe mit septischen 

Schock exprimiert wie in der Pneumoniegruppe. Die miR-1246 ist mit einem log2FC von -2,10                  

(2-2,10 = 0,23) etwa vier Mal weniger exprimiert. 
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3.2.2 Statistische Auswertung der miRNAs 

Nachdem die signifikant regulierten miRNAs aus den Kohorten identifiziert wurden, konnte im 

nächsten Schritt die Korrelation zwischen ihren Expressionswerten (normalisierte read counts) 

mit klinischen Variablen untersucht werden. Die Ergebnisse werden als Spearman-

Korrelationskoeffizient (𝑟𝑠) und Signifikanzniveau (p ≤ 0,05) angegeben. Hierbei wird die 

Korrelation (positiv oder negativ) in gar nicht bis gering ( 𝑟𝑠 ≤ 0,2), schwach bis mäßig 

(0,2 <  𝑟𝑠 ≤ 0,5), deutlich/stark (0,5 < 𝑟𝑠 ≤ 0,8) und hoch/sehr stark (0,8 < 𝑟𝑠 ≤ 1,0) eingeteilt. In 

einem weiteren Schritt wurden diese Korrelationen mittels Regressionsanalyse überprüft. Je 

nach Kategorie der untersuchten Variable, wurde eine multiple lineare, binär logistische, 

multinominal logistisch oder ordinale Regressionsanalyse durchgeführt. Korrelierten mehrere 

miRNAs mit einem klinischen Parameter, wurde eine multiple Regressionsanalyse angewandt. 

Hierbei wurde zunächst mittels der schrittweisen Einschlussmethode der Einfluss mehrerer 

miRNAs zueinander und gegenüber dem untersuchten Parameter überprüft und im Anschluss 

dieses Ergebnis mittels der Vorwärts- und Rückwärtsmethode (Ausschluss bei p > 0,05) 

bestätigt. Die Ergebnisse werden in den entsprechenden Tabellen u.a. mit dem 

Regressionskoeffizienten, dem Signifikanzniveau und dem 95% Konfidenzintervall (95% KI) 

angegeben. Zur Evaluierung der miRNAs als Biomarker wurde die ROC (engl. receiver 

operating characteristic) Analyse gerechnet. Ergebnisse werden als ROC-Kurve, AUC (engl. 

area under the curve), Signifikanzniveau (p ≤ 0,05) sowie 95% Konfidenzintervall (95% KI) 

angegeben. 
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3.2.2.1 miRNAs und Pneumonie 

Für die Analyse wurden die signifikant veränderten miRNAs aus den Vergleichen zwischen 

der Volunteer- vs. Pneumoniegruppe (s. Tabelle 5 und Abbildung 19), sowie Pneumonie vs. 

Volunteer (s. Tabelle 8 und Abbildung 22)  gewählt. Eine Übersicht zeigt Tabelle 11. 

miRNA Bei gesunden Probanden  
(Volunteer) 

Bei Pneumonie 

hsa-let-7b-3p ↑ ↓ 

hsa-let-7b-5p ↓ ↑ 

hsa-miR-27a-3p ↑ ↓ 

hsa-miR-27a-5p ↑ ↓ 

hsa-miR-127-3p ↓ ↑ 

hsa-miR-145-3p ↑ ↓ 

hsa-miR-148a-3p ↑ ↓ 

hsa-miR-193b-5p ↑ ↓ 

hsa-miR-193a-5p ↑ ↓ 

hsa-miR-199a-5p ↓ ↑ 

hsa-miR-215-5p ↓ - 

hsa-miR-223-5p ↑ ↓ 

hsa-320d ↑ - 

hsa-miR-335-3p ↓ ↑ 

hsa-miR-338-5p ↑ ↓ 

hsa-miR-381-3p ↓ ↑ 

hsa-miR-379-5p ↓ ↑ 

hsa-miR-432-5p ↓ ↑ 

hsa-miR-450a-5p - ↓ 

hsa-miR-450b-5p ↑ ↓ 

hsa-miR-452-5p ↑ ↓ 

hsa-miR-493-3p ↓ ↑ 

hsa-miR-495-3p ↓ ↑ 

hsa-miR-543 ↓ ↑ 

hsa-miR-542-3p ↑ ↓ 

hsa-miR-582-3p ↑ ↓ 

hsa-miR-654-5p ↓ - 

hsa-miR-885-5p ↑ ↓ 

hsa-1273h-3p ↑ - 

hsa-miR-4446-3p - ↑ 

hsa-miR-4732-5p ↓ ↑ 

Tabelle 11. Signifikant veränderte miRNAs bei Volunteer vs. Pneumonie und Pneumonie 

vs. Volunteer.  In der Tabelle sind alle signifikant veränderten miRNAs nach Name aufgelistet. Solche 

die nur in einer Vergleichsuntersuchung signifikant verändert waren (z.B. miR-215-5p), sind nur in der 

untersuchten Gruppe mit der Veränderung gelistet. Die in beiden Untersuchungen bei 

Pneumoniepatienten hochregulierten miRNAs sind grau hinterlegt. Abk.: ↓: in der Gruppe weniger 

exprimiert, ↑: in der Gruppe vermehrt exprimiert, - : in der Gruppe nicht signifikant verändert (z.B. wurde 

die miR-215-5p bei der Untersuchung Volunteer vs. Pneumonie in der Pneumoniegruppe nicht 

signifikant verändert, bei Untersuchung Pneumonie vs. Volunteer jedoch in der Volunteergruppe 

weniger exprimiert.   
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Pneumonie vs. Volunteer 

In der Gruppe Pneumonie vs. Volunteer wurden die miRNAs mit dem Curb-65 Score und 

Dauer des Klinikaufenthaltes, sowie zusätzlich mit laborchemischen Parametern wie der 

Leukozytenzahl, CRP, Procalcitonin und IL - 6 verglichen. Aus Tabelle 12 können die 

ausführlichen Ergebnisse entnommen werden. Bezüglich der Entzündungsparameter 

konnten, abgesehen vom CRP, für jede Variable eine Korrelation mit mindestens einer miRNA 

identifiziert werden. Viele miRNAs zeigten jedoch gar keine Korrelation und sind deshalb in 

der Tabelle nicht aufgeführt.  

Der CURB-65-Score korrelierte positiv mit der vermehrt exprimierten miR-127-3p (𝑟𝑠= 0,587, 

p = 0,045) und der weniger exprimierten miR-193b-5p (𝑟𝑠= 0,667, p = 0,018), sowie negativ mit 

der vermehrt exprimierten miR-215-5p (𝑟𝑠= - 0,613, p = 0,034). Die Dauer des 

Klinikaufenthaltes korrelierte positiv mit der in der Pneumoniegruppe weniger exprimierten 

miR-193a-5p (𝑟𝑠= 0,789, p = 0,002). 

Die Leukozytenzahl korrelierte signifikant mit drei miRNAs (miR-127-3p, miR-379-5p und miR-

450b-5p) und das PCT und IL – 6 jeweils mit einer miRNA (miR-543 bzw. miR-4732-5p) 

(s. Tabelle 12).  

Das Hämoglobin (Hb) ist ein Protein der Erythrozyten, das dem Sauerstofftransport dient. Bei 

Patienten mit schwerwiegenden Erkrankungen, wie beispielsweise Sepsis oder septischen 

Schock, ist ein Abfall bzw. ein initial niedriger Hb-Wert mit einem schlechteren Outcome 

assoziiert.77–79 Wir haben deshalb den Hb bereits bei Patienten mit Pneumonie untersucht. Der 

Hb-Wert korrelierte stark negativ mit vier miRNAs: miR-27a-3p (𝑟𝑠= - 0,664, p = 0,018), miR-

145-3p (𝑟𝑠 = - 0,636, p = 0,026), miR-148a-3p (𝑟𝑠 = - 0,664, p=0,018) und miR-582-3p 

(𝑟𝑠 = - 0,601, p = 0,039). Zur Beurteilung der Korrelation zwischen miRNAs und der Gerinnung 

haben wir uns folgende Parameter angeschaut: Thrombozyten (als Parameter für die primäre 

Gerinnungskaskade), partielle Thromboplastinzeit (PTT) (als Parameter für die sekundäre 

intrinsische Gerinnungskaskade) und Quick bzw. INR (als Parameter für die sekundäre 

extrinsische Gerinnungskaskade). Die für die primäre Blutgerinnung wichtigen Thrombozyten 

korrelierten lediglich mit der miR-27a-3p (𝑟𝑠 = 0,616, p = 0,033). Es konnten keine 

Korrelationen zwischen miRNAs und dem Quick bzw. INR nachgewiesen werden, es zeigte 

sich jedoch eine starke positive Korrelation zwischen der PTT und der miR-450b-5p 

(𝑟𝑠 = 0,631, p = 0,037) sowie der miR-582-3p (𝑟𝑠 = 0,627, p = 0,039). 
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miRNA 
CURB-65 

Score 
Dauer 

Klinikaufenthalt 
Leukozyten Tag 0 PCT Tag 0 IL- 6 Tag 0 

Hämoglobin 
Tag 0 

Thrombozyten Tag 0 aPTT Tag 0 Harnstoff Tag 0 

miR-27a-3p - - - - - 
-0,664 
(0,018) 

0,616 (0,033) - - 

miR-127-3p 0,587 (0,045) - 
-0,671 
(0,017) 

- - - - - - 

miR-145-3p - - - - - 
-0,636 
(0,026) 

- - - 

miR-148a-3p - - - - - 
-0,664 
(0,018) 

- - - 

miR-193a-5p - 
0,789 

(0,002) 
- - - - - - - 

miR-193b-5p 
0,667 

(0,018) 
- - - - - - - - 

miR-215-5p 
-0,613 
(0,034) 

- - - - - - - - 

miR-320d - - - - - - - - 0,669 (0,049) 

miR-379-5p . - 
-0,636 
(0,026) 

- - - - - - 

miR-450b-5p . - 
0,706 

(0,010) 
. - - - 

0,631 
(0,037) 

- 

miR-543 . - - 
-0,632 
(0,050) 

- - - - - 

miR-582-3p - - - - - 
-0,601 
(0,039) 

- 
0,627 

(0,039) 
- 

miR-4732-5p - - - - 
0,757 

(0,049) 
- - - - 

Tabelle 12. Korrelation signifikanter miRNAs (Pneumonie vs. Volunteers) mit klinischen Parametern der Pneumoniegruppe. Daten sind 

angegeben als Spearmans Korrelationskoeffizient und (p-Wert), hochregulierte miRNAs sind grau hinterlegt. Die miR-215-5p und miR-320d ist nur in der 

Pneumonie vs. Volunteer-Untersuchung bei der Volunteergruppe weniger bzw. mehr exprimiert worden. Für unsere Berechnungen ist davon ausgegangen, dass 

sie in der Pneumoniegruppe dementsprechend mehr bzw. weniger exprimiert worden ist. Zu sehen ist die Korrelation zwischen demografischen Variablen sowie 

Laborparameter und Expressionswerten (normalisierte read counts) signifikant regulierter miRNAs, wobei gesunde Freiwillige und Patienten mit ambulant 

erworbener Pneumonie verglichen werden. Dabei erfolgte die Auswertung mit allen miRNAs, die in Tabelle 5 und Tabelle 8 aufgeführt sind. Die hier angegeben 

miRNAs sind nur diejenigen, bei der eine signifikante Korrelation nachgewiesen werden konnte. Es konnte keine Korrelation zwischen miRNAs und dem C-reaktiven 

Protein, Quick, INR, Kreatinin und der Dauer der Antibiotikatherapie nachgewiesen werden, weswegen sie in der Tabelle nicht aufgeführt sind. Abk.: BMI: Body-

Mass-Index, PCT: Procalcitonin, PTT: aktivierte partielle Thromboplastinzeit 
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Zur Beurteilung der Nierenfunktion wurden Korrelationen zwischen dem Kreatinin-Wert und 

dem Harnstoff-Wert an Tag 0 überprüft. Hierbei zeigte sich keine Korrelation mit dem Kreatinin-

Wert. Der Harnstoff korreliert mit der miR-320d stark positiv (𝑟𝑠=0,669, p=0,049). 

Regressionsanalyse bei Pneumonie 

Bei der Interpretation von Ergebnissen, vor allem in Hinblick auf Korrelationen, ist es wichtig 

mögliche Zusammenhänge mithilfe der Regressionsanalyse zu untersuchen (s. Tabelle 13).  

Bei Parametern mit Korrelationen zu mehreren miRNAs wurde eine multiple (lineare) 

Regressionsanalyse gerechnet. Zuerst wurde mittels schrittweisen Einschlusses der miRNAs 

ein Zusammenhang zwischen dem Parameter und den einzelnen miRNAs, sowie in einem 

weiteren Schritt der Einfluss mehrerer miRNAs, untersucht.  

Die vorher nachgewiesenen Korrelationen ergaben bei der Regressionsanalyse nicht bei allen 

ein signifikantes Ergebnis. So konnte zwischen den Expressionsniveaus der miRNAs miR-

193b-5p, miR-215-5p sowie miR-127-3p und der Höhe des CURB-65 Scores keine signifikante 

Regressionsanalyse aufgezeigt werden.   

Die starke Korrelation der miR-193a-5p mit der Dauer des Klinikaufenthaltes (𝑟𝑠 = 0,789, 

p = 0,002), konnte in der Regressionsanalyse bestätigt werden. Demnach konnten knapp 85% 

(korrigiertes R2 = 0,849) der Dauer durch das Expressionsniveau der miRNA beschrieben 

werden. Je höher die miR-193a-5p exprimiert wird, desto wahrscheinlicher ist es, dass der 

Patient mehr Tage in der Klinik verbleibt (positive Korrelation und positiver 

Regressionskoeffizient B). 

Die miR-127-3p, welche mit einem log2FC von 1,07 bei der Pneumoniekohorte hochreguliert 

wird bzw. bei gesunden Probanden mit einem log2FC von -1,26 weniger exprimiert wird, 

korreliert negativ mit der Leukozytenzahl (𝑟𝑠 = - 0,671, p = 0,017). Sie ist die einzige miRNA 

der vorher korrelierenden miRNAs welche signifikant (p = 0,028) etwa 33,9% der 

Leukozytenwerte vorhersagen kann (korrigiertes R2 = 0,339). Je höher die miR-127-3p 

exprimiert wird, desto niedriger ist die Leukozytenzahl. Das bedeutet, dass die bei 

Pneumoniepatienten mehr exprimierte miR-127-3p eher mit einer niedrigen Leukozytenzahl 

einhergehen kann.  

Die Auswertungen des PCT und der miR-543, sowie des IL-6 und der miR-4732-5p ergab 

keine signifikanten Ergebnisse.  

Bei der Analyse des Hämoglobins und der korrelierenden miRNAs (miR-27a-3p, miR-145-3p, 

miR-148a-3p und miR-582-3p) konnte nur für die miR-145-3p eine signifikante 

Regressionsanalyse errechnet werden. Diese zeigte jedoch eine geringe Aussagekraft bei 

einem korrigierten R2 von nur 0,299.  
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Die Parameter Thrombozytenzahl und pTT mit ihren korrelierenden miRNAs ergab keine 

signifikante Regressionsanalyse.  

Die Höhe des Harnstoffes korrelierte stark positiv (𝑟𝑠 = 0,669, p = 0,049) mit dem 

Expressionsniveau der im Vergleich zur Volunteergruppe hochregulierten miR-320d (log2FC 

1,0). Zur Interpretation: je höher die miR-320d bei Pneumoniepatienten exprimiert wird, desto 

eher steigt auch der Harnstoff-Wert (u.a. gegebenenfalls als Zeichen einer eingeschränkten 

Nierenfunktion).80 Dieser Zusammenhang konnte auch in der Regressionsanalyse bestätigt 

werden: korrigiertes R2 von 0,717, p = 0,002. 
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Pneumonie vs. Volunteers 

Parameter miRNAs R R2 
Korrigiertes 

R2 
Standardfehler 
des Schätzers 

F 
p-

Wert 
von F 

Regressions-
koeffizient B 

Standardisierter 
Regressionskoeffizient 

B 
T 

p-Wert 
von T 

95% KI 

CURB-65 Score 

a 

miR-193b-5 

Keine signifikanten Ergebnisse miR-215-5p 

miR-127-3p 

Dauer 
Klinikaufenthalt 

miR-193a-5p 0,929 0,862 0,849 3,518 62,710 0,000 0,010 0,929 7,919 0,000 0,007 – 0,013 

Leukozyten an 
Tag 0 

miR-450b-5p 

Ausschluss aus der Analyse, weil keinen signifikanten Einfluss 

miR-379-5p 

miR-127-3p 0,632 0,399 0,339 3,87297 6,637 0,028 -0,083 -0,632 -2,576 0,028 -0,155 - -0,011 

PCT an Tag 0 miR-543 Keine signifikanten Ergebnisse 

IL-6 an Tag 0 miR-4732-5p Keine signifikanten Ergebnisse 

Hämoglobin an 
Tag 0 

miR-27a-3p Ausschluss aus der Analyse, weil keinen signifikanten Einfluss 

miR-145-3p 0,602 0,362 0,299 2,0816 5,681 0,038 -0,006 -0,602 -2,383 0,038 -0,012 – 0,000 

miR-148a-3p 

Ausschluss aus der Analyse, weil keinen signifikanten Einfluss 

miR-582-3p 

 Tabelle 13. Fortsetzung nächste Seite 
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Pneumonie vs. Volunteers 

Parameter miRNAs R R2 
Korrigiertes 

R2 
Standardfehler 
des Schätzers 

F 
p-Wert 
von F 

Regressions-
koeffizient B 

Standardisierter 
Regressionskoeffizient B 

T 
p-

Wert 
von T 

95% KI 

Thrombozyten 
an Tag 0 

miR-27a-3p Keine signifikanten Ergebnisse 

aPTT an Tag 0 

miR-582-3p 

Keine signifikanten Ergebnisse 

miR-450-5p 

Harnstoff an 
Tag 0 

miR-320d 0,876 0,752 0,717 31,770 21,221 0,002 0,113 0,867 4,607 0,002 
0,055 – 
0,171 

Tabelle 13. Regressionsanalyse der miRNAs und der klinischen Parameter der Pneumoniepatienten. Hochregulierte miRNAs sind grau hinterlegt. 

Es wurde entsprechend dem Skalenniveau die passende Regressionsanalyse ausgewählt, welche einen kausalen Zusammenhang zwischen einer abhängigen 

(z.B. Dauer des Klinikaufenthaltes oder die Höhe der Leukozyten) und einer unabhängigen Variable (miRNA) beschreiben kann. Bei der multiplen linearen 

Regressionsanalyse wurde zunächst eine schrittweise Einschlussanalyse und zur Bestätigung die Rückwärts-Ausschlussmethode gewählt. a ordinale 

Regressionsanalyse. Abk.: F: F-Test; KI: Konfidenzintervall. Erklärung: R: Der Korrelationskoeffizient R gibt die Höhe eines Zusammenhangs der Variablen an. Je 

näher dieser Wert an 1 ist, desto stärker der Zusammenhang. R2: Der Determinationskoeffizient R2 beschreibt wie sehr die Varianz der abhängigen Variable (z.B. 

CURB-65-Score) durch die miRNA erklärt wird. Je näher der Wert an 1 ist, desto eher ist die Varianz zu erklären. Mit einer erhöhten Anzahl an Daten steigt 

automatisch der R2-Wert, weswegen der korrigierte R2-Wert den eigentlichen interpretierbaren Wert darstellt. Die Angabe des korrigierten R2-Wertes kann angeben, 

wie viel Prozent der abhängigen Variable von der unabhängigen Variable vorhergesagt werden kann. F-Test: Dieser überprüft die Signifikanz des Modells. Liegt 

der p-Wert Wert < 0,05 ist von signifikanten Variablen im Regressionsmodell auszugehen. Regressionskoeffizient B: der nicht standardisierte 

Regressionskoeffizient B beschreibt die Richtung und das Ausmaß der Veränderung durch die miRNA. Standardisierter Regressionskoeffizient B: Vergleich der 

Auswirkung zwischen den einzelnen miRNAs. Je höher der Betrag (unabhängig vom Vorzeichen), desto größer der Einfluss. t-Test (T) und Signifikanz Sig.: 

beschreibt, ob der Regressionskoeffizient signifikant ist (bei p<0,05).  
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ROC und AUC der Pneumoniepatienten 

Wir haben untersucht, ob das miRNA-Expressionsmuster einen verlängerten Klinikaufenthalt 

vorhersagen kann. Dieser ist nicht nur mit höheren Kosten, sondern ebenfalls mit einem 

schlechteren klinischen Outcome verbunden. Die durchschnittliche Behandlungsdauer einer 

bakteriell ambulant erworbenen Pneumonie liegt zwischen sieben und zehn Tagen81 bzw. bei 

9,8 Tagen.82 Deswegen haben wir die Patienten untersucht die länger als sieben bzw. zehn 

Tage in der Klinik behandelt worden sind und das Expressionsniveau der runterregulierten 

miR-193a-5p. Die Analysen ergaben aufgrund der Datengröße keine aufschlussreichen 

Ergebnisse. Bei einem Cut-Off von 7 Tagen wurden von den 12 Patienten drei (25%) ≤ 7 Tage 

und neun (75%) > 7 Tage stationär behandelt. Die ROC-Analyse ergab für die miRNA miR-

193a-5p zwar eine sehr gute AUC von 1,000 mit einen p-Wert=0,013, aber bei einem 95%-

Konfidenzintervall von 1,0-1,0 und einer Patientenanzahl von neun, ist dieses Ergebnis nicht 

verwertbar. Gleiches gilt für den Cut-Off von 10 Tagen, bei dem von den 12 

Pneumoniepatienten sechs (50%) <10 Tagen und sechs (50%) ≥ 10 Tagen stationär behandelt 

wurden. Hierbei ergab die Auswertung eine AUC von 0,889, einen p-Wert von 0,025 mit einem 

95%-Konfidenzintervall von 0,697-1,0.   

 

 

 

  



Ergebnisse 

 

95 

3.2.2.2 miRNAs und Sepsis  

Sepsis vs. Pneumonie 

Die signifikant regulierten miRNAs in der Sepsis bzw. septischer Schock vs. Pneumoniegruppe 

(s. Tabelle 9 und Tabelle 10), wurden auf Korrelationen mit demografischen Daten (BMI), 

klinischen Scores (SOFA, APACHE II, SAPS II und MODS) sowie Behandlungsvariablen 

(Dauer der intensivmedizinischen Versorgung, Dauer des gesamten Klinikaufenthaltes und 

Dauer der mechanischen (invasiven und nicht-invasiven) Beatmung untersucht (s. Tabelle 14).  

Für die Variable des Body-Mass-Index, konnte keine Korrelation mit einer miRNA gefunden 

werden. 

Die an Tag 0 erhobenen Scores (SOFA, APACHE II, SAPS II und MODS) wurden ebenfalls 

mit den miRNAs korreliert. Hierbei zeigte sich keine Korrelation für den SOFA-Score und den 

MODS mit den miRNAs. Für den APACHE II Score konnte eine mäßige positive Korrelation 

mit der hochregulierten miR-150-3p (𝑟𝑠 = 0,390, p = 0,044) nachgewiesen werden. Der SAPS 

II korrelierte mäßig negativ mit der mehr exprimierten miR-1228-5p (𝑟𝑠 = - 0,391, p = 0,040). 

Das bedeutet je höher die miR-150-3p bei Sepsispatienten exprimiert wird, desto höher ist der 

APACHE II Score und je höher die miR-1228-5p, desto niedriger ist der SAPS II.  

Für eine bessere Beurteilung der miRNAs als prognostische Werte für den Verlauf bzw. der 

Schwere einer Sepsis analysierten wir eine Kombination von Sepsis-Scores, die an Tag 0 des 

Studieneinschlusses erhoben worden sind. Hierfür untersuchten wir diejenigen Patienten, die 

gleichzeitig einen SOFA-Score ≥ 10 Punkten, einen APACHE II ≥ 20 und einen MODS ≥ 9 

Punkten aufwiesen. Von den 28 Sepsispatienten erfüllten 12 diese Kriterien (von einem 

Patienten fehlten die vollständigen Angaben). Die vermehrt exprimierten miRNAs miR-150-3p 

(log2FC=1,04) und miR-4446-3p (log2FC=2,05) korrelierten mäßig stark mit der Höhe der 

Sepsis-Scores 𝑟𝑠=0,450 und p=0,019 bzw. 𝑟𝑠=0,383 und p=0,049. Die runterregulierte miR-

192-5p (log2FC=-1,32) korrelierte mäßig negativ mit den Sepsis-Scores (𝑟𝑠=-0,383, p=0,049). 

Demnach gilt für Sepsispatienten, bei denen die miR-192-5p gegenüber Pneumoniepatienten 

weniger exprimiert wird: je niedriger der Wert, desto höher die kombinierten Sepsis-Scores.  

Die Behandlungsvariablen des Intensiv- und Klinikaufenthaltes, sowie die Dauer der 

Beatmung wurde ebenfalls untersucht. Hier fällt auf, dass die am stärksten hochregulierte miR-

1228-5p (log2FC = 4,7) schwach positiv mit der Dauer des Klinikaufenthaltes korreliert 

(𝑟𝑠 = 0,439, p = 0,022) und die am stärksten runterregulierte miR-1246 schwach positiv mit der 

Dauer des ITS-Aufenthaltes korreliert (𝑟𝑠 = 0,413, p = 0,032). Die runterregulierte miR-93-5p 

wies eine schwache negative Korrelation mit allen drei Variablen auf: Dauer ITS-Aufenthalt 

(𝑟𝑠 = - 0,470, p = 0,013), Dauer Klinikaufenthalt (𝑟𝑠 = - 0,437, p = 0,023) und Dauer der 
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Beatmung (𝑟𝑠 = - 0,374, p = 0,050). Das bedeutet, je höher die miR-93-5p bei einem Patienten 

exprimiert ist, desto kürzer ist der ITS- und Klinikaufenthalt, sowie die Anzahl der 

Beatmungstage.  

 

miRNA 
APACHE II- 

Score Tag 0 
SAPS II Tag 0 

Kombinierte 

Sepsis-

Scores* 

Dauer des 

ITS-

Aufenthalts 

Dauer des 

Klinik-

aufenthalts 

Dauer der 

Beatmung 

miR-18a-3p - - - - - -0,400 (0,035) 

miR-92a-3p - - - -0,502 (0,008) - -0,375 (0,049) 

miR-93-5p - - - -0,470 (0,013) -0,437 (0,023) -0,374 (0,050) 

miR-150-3p 0,390 (0,044) - 0,450 (0,019) 0,499 (0,008) - - 

miR-192-5p - - -0,383 (0,049) - - - 

miR-342-3p - - - - -0,383 (0,049) - 

miR-1228-5p - -0,391 (0,040) - - 0,439 (0,022) - 

miR-1246 - - - 0,413 (0,032) - - 

miR-4446-3p   0,383 (0,049)    

Tabelle 14. Korrelationen zwischen miRNAs und klinischen Parametern der 

Sepsispatienten. Daten sind angegeben als Spearmans Korrelationskoeffizient und (p-Wert), 

hochregulierte miRNAs sind grau hinterlegt. Zu sehen ist die Korrelation zwischen Scores, 

demografischen und Behandlungsvariablen und Expressionswerten signifikant regulierter miRNAs, 

wobei Patienten mit Sepsis und Pneumonie verglichen werden. Dabei erfolgte die Auswertung mit allen 

miRNAs, die in Tabelle 9 aufgeführt werden. Die hier angegeben miRNAs sind nur diejenigen, bei denen 

eine signifikante Korrelation nachgewiesen werden konnte. Es zeigte sich z. B. keine Korrelation 

zwischen miRNAs und dem BMI, SOFA-Score und MODS. *Kombinierte Sepsis-Scores: Patienten die 

gleichzeitig einen SOFA-Score ≥ 10 Punkten, einen APACHE II ≥ 20 und einen MODS ≥ 9 Punkten 

aufwiesen. Von den 28 Sepsispatienten erfüllten 12 diese Kriterien (von einem Patienten fehlten die 

vollständigen Angaben). Abk.: APACHE: Acute Physiology And Chronic Health Evaluation, SAPS: 

Simplified Acute Physiology Score 
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Es wurde ebenso analysiert, ob es eine Korrelation zwischen den miRNA-Expressionsniveaus 

aller in Tabelle 9 aufgeführten miRNAs und dem Versterben der Patienten während der Studie 

gibt. Es zeigte sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der Mortalität und der 

herabregulierten miR-93-5p (Eta-Korrelationskoeffizient = 0,403, p = 0,034) (s. Tabelle 15). 

Das bedeutet, dass es einen möglichen Zusammenhang zwischen dem Expressionsniveau 

der runterregulierten miRNA und dem Versterben der Patienten gibt.  

Parameter miRNA Eta Eta2 Signifikanz 

Versterben während 
Studie 

miR-93-5p 0,403 0,162 0,034 

Tabelle 15. Korrelation zwischen miR-93-5p und dem Versterben der Sepsispatienten 

während der Studie.   Hier wurden die miRNAs in Bezug auf das Versterben während der Studie und 

den miRNAs korreliert. Dabei wurde die miRNA als abhängige Variable ausgewählt. Der Eta-Quadrat-

Koeffizient (Eta2) beschreibt wie viel Prozent der gesamten miRNA Varianz durch das Versterben erklärt 

wird (es werden 16,2% durch die Ausprägung der miR-93-5p erklärt). Dabei erfolgte die Auswertung mit 

allen miRNAs die in Tabelle 9 aufgeführt werden und die hier angegebene miRNA ist die einzige, bei 

der eine signifikante Korrelation (p ≤ 0,05) nachgewiesen werden konnte. 

 

In einem weiteren Schritt wurde der Zusammenhang zwischen den Entzündungsparametern 

(Leukozyten, Procalcitonin, CRP und IL-6) sowie dem maximalen Laktat-Wert und dem 

Katecholaminbedarf während der Studie mit den miRNAs untersucht (s. Tabelle 16). In 

Hinblick auf die Entzündungsparameter zeigte die weniger exprimierte miR-1-3p zwei 

Korrelationen: Eine schwache positive Korrelation mit dem Procalcitonin (𝑟𝑠 = 0,379, 

p = 0,0047) und dem IL-6 (𝑟𝑠 = 0,418, p = 0,0034). Das heißt, je niedriger die miR-1-3p 

exprimiert wird, desto niedriger sind das PCT und IL-6. Der maximale Laktatwert während des 

Studienaufenthaltes korrelierte positiv mit vier runterregulierten miRNAs: miR-378a-3p 

(𝑟𝑠 = 0,450, p = 0,016), miR-378i (𝑟𝑠 = 0,412, p = 0,029), miR-500a-3p (𝑟𝑠 = 0,552, p = 0,002) 

und miR-511-5p (𝑟𝑠 = 0,381, p = 0,045). Je niedriger die miRNAs exprimiert werden, desto 

niedriger ist der Laktatwert. Der Katecholaminbedarf während des Studienzeitraumes zeigte 

ebenfalls positive Korrelationen mit fünf weniger exprimierten miRNAs: miR-660-5p 

(𝑟𝑠 = 0,474, p = 0,017), miR-501-3p (𝑟𝑠 = 0,464, p = 0,020), miR-500a-3p (𝑟𝑠 = 0,432, 

p = 0,031), miR-1-3p (𝑟𝑠 = 0,520, p = 0,008) und miR-95-3p (𝑟𝑠 = 0,442, p = 0,027). 
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miRNA 
Leukozyten 

Tag 0 
PCT Tag 0 CRP Tag 0 

Interleukin-6 
Tag 0 

Hämoglobin Thrombozyten aPTT max. Laktat Katecholaminbedarfa 

miR-1-3p - 0,379 (0,047) - 0,418 (0,034) - - - - 0,520 (0,008) 

miR-18a-3p - - - - 0,405 (0,033) - - - - 

miR-95-3p - - - - - - - - 0,442 (0,027) 

miR-150-3p - -0,483 (0,009) - - - - - - - 

miR-192-5p -0,384 (0,044) - - - - - - - - 

miR-200c-3p - - - - - -0,425 (0,024) 0,424 (0,024) - - 

miR-378i - - - - - - - 0,412 (0,029) - 

miR-378a-3p - - - - - - - 0,450 (0,016) - 

miR-500a-3p - - - - - - - 0,552 (0,002) 0,432 (0,031) 

miR-501-3p - - - - - -0,474 (0,011) - - 0,464 (0,020) 

miR-511-5p - - - - -0,473 (0,011) - - 0,381 (0,045) - 

miR-660-5p - - - - -0,477 (0,010) - - - 0,474 (0,017) 

miR-1228-5p - -0,394 (0,038) -0,494 (0,009) - - - - - - 

miR-4433b-3p - -0,452 (0,016) - - - - - - - 

Tabelle 16. Korrelation zwischen miRNAs und Entzündungs- und Gerinnungsparameter, sowie Katecholaminbedarf bei Sepsispatienten. Daten sind 

angegeben als Spearmans Korrelationskoeffizient und (p-Wert), hochregulierte miRNAs sind grau hinterlegt. Zu sehen ist die Korrelation zwischen 

Entzündungsparametern (Leukozyten, PCT, CRP und IL-6), dem Katecholaminbedarf als Surrogatmarker für das kardiovaskuläre Versagen bei Sepsis und den 

Expressionswerten signifikant regulierter miRNAs zwischen Sepsis- und Pneumoniepatienten. Dabei erfolgte die Auswertung mit allen miRNAs die in Tabelle 9 

aufgeführt werden und die hier angegebenen miRNAs sind nur diejenigen, bei der eine signifikante Korrelation nachgewiesen werden konnte. Es zeigte sich keine 

Korrelation zwischen miRNAs und dem Quick, INR, sowie der Dauer der Antibiotikatherapie. a Der Katecholaminbedarf wird durch die erforderliche Dosis 

Noradrenalin dargestellt, um einen angemessenen mittleren arteriellen Druck zur Aufrechterhaltung der Organperfusion bei Sepsis zu erreichen. Abk.: aPTT: 

aktivierte partielle Thromboplastinzeit   
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In unserer Arbeit konnten wir eine Korrelation zwischen miRNAs und dem Hämoglobin-Wert 

(Hb) aufzeigen: die runterregulierten miRNAs miR-511-5p (𝑟𝑠=-0,473, p=0,011) und miR-660-

5p (𝑟𝑠=-0,477, p=0,010) mit einer schwachen negativen Korrelation und die hochregulierte 

miR-18a-3p mit einer schwachen positiven Korrelation (𝑟𝑠=0,405, p=0,033). Das zeigt, je 

weniger die miR-511-5p und miR-660-5p und je mehr die miR-18a-3p exprimiert wird, desto 

höher ist der Hb-Wert.  

Die Gerinnung ist ein wichtiger für den Verlauf einer Sepsis mitbestimmender Faktor, denn 

dessen Aktivierung ist Teil des Abwehrmechanismus des Körpers.77 Hierbei zeigten sich eine 

schwache negative Korrelation zwischen der Thrombozytenzahl und den weniger exprimierten 

miRNAs miR-200c-3p (𝑟𝑠 = - 0,425, p = 0,024) und miR-501-3p (𝑟𝑠 = - 0,474, p = 0,011), sowie 

eine schwach positive Korrelation zwischen der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit  

(aPTT) und der miR-200c-3p (𝑟𝑠 = 0,424, p = 0,024). Dementsprechend, je weniger die miR-

200c-3p exprimiert wird, desto höher ist die Thrombozytenzahl und geringer die aPTT. Für die 

Parameter Quick und INR konnten keine Korrelationen nachgewiesen werden.  

Bei der Bestimmung der richtigen Behandlungsdauer eines Sepsispatienten mit einer 

antiinfektiven Therapie, sind immer viele Faktoren zu beachten und sie sollte im 

interdisziplinären Behandlungsteam besprochen werden. Entzündungsparameter wie das 

Procalcitonin können hier in Zusammenschau mit dem Gesamtbild zur Entscheidungshilfe 

genutzt werden.19 In unserer Arbeit konnten wir keine Korrelation zwischen einer miRNA-

Expressionsstärke und der Behandlungsdauer mit Antibiotika finden.  

Zur Beurteilung der Nierenfunktion und des Risikos eines akuten Nierenversagens im 

stationären Verlauf, wurden die Korrelationen zwischen den miRNAs und dem Kreatinin- sowie 

Harnstoff-Wert an Tag 0 überprüft (s. Tabelle 17). Zusätzlich wurden sie mit dem  Auftreten 

einer „acute kidney injury“ (AKI) gemäß der KDIGO Definition25 (s. Abbildung 6) und dem 

Bedarf eines Nierenersatzverfahrens während der Studie (s. Tabelle 18) hin untersucht. 

Hierbei zeigte sich eine schwach positive Korrelation zwischen der weniger exprimierten miR-

660-5p (𝑟𝑠 = 0,388, p = 0,046) und eine schwach negative Korrelation mit der hochregulierten 

miR-370-3p (𝑟𝑠 = - 0,419, p = 0,03) und dem Kreatininwert an Tag 0. Die Höhe des Harnstoffes 

wies eine starke negative Korrelation mit der hochregulierten miR-1228-5p auf (𝑟𝑠 = - 0,556, 

p = 0,002). Man kann die Ergebnisse folgendermaßen interpretieren: Die miR-660-5p ist 

beispielsweise bei Sepsispatienten weniger exprimiert als bei Pneumoniepatienten.  Je 

weniger diese exprimiert wird, desto niedriger scheint der Kreatininwert an Tag 0 zu sein 

(positive Korrelation). Die miR-370-3p hingegen ist bei Sepsispatienten höher exprimiert und 

je mehr diese exprimiert wird, desto niedriger ist der Kreatinin-Wert (negative Korrelation).   
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miRNA 
Kreatinin 

Tag 0 
Harnstoff Tag 0 

miR-370-3p -0,419 (0,03) - 

miR-660-5p 0,388 (0,046) - 

miR-1228-5p - -0,556 (0,002) 

Tabelle 17. Korrelationen der signifikant regulierten miRNAs zwischen Sepsis und 

ambulant erworbener Pneumonie in Zusammenhang mit Nierenretentionsparametern.  

Daten sind angegeben als Spearmans Korrelationskoeffizient und (p-Wert), hochregulierte miRNAs sind 

grau hinterlegt. Zu sehen ist die Korrelation zwischen Nierenretentionsparametern (Kreatinin und 

Harnstoff) und signifikant regulierter miRNAs. Dabei erfolgte die Auswertung mit allen miRNAs, die in 

Tabelle 9 aufgeführt werden und die hier angegeben miRNAs sind nur diejenigen, bei der eine 

signifikante Korrelation nachgewiesen werden konnte.  

 

Das Auftreten einer akuten Nierenschädigung (AKI) korrelierte mit zwei miRNAs: der 

hochregulierten let-7e-5p und der runterregulierten miR-501-3p. Der Bedarf einer 

Nierenersatztherapie bei Sepsispatienten zeigte eine signifikante positive Korrelation mit acht 

miRNAs: miR-200b-3p, -378a-3p, -378i, -500a-3p, -501-3p, -511-5p, -660-5p, und let-7e-5 (s. 

Tabelle 18). Dabei ist die miR-let-7e-5p die einzige bei Sepsispatienten mehr exprimierte 

miRNA. Bei den runterregulierten miRNAs bedeutet das, je weniger exprimiert, desto weniger 

wahrscheinlich ist der Einsatz eines Nierenersatzverfahrens. Je höher jedoch die let-7e-5p 

exprimiert wird, desto wahrscheinlicher ist das Auftreten eines akuten Nierenversagens und 

der Einsatz einer Nierenersatztherapie.  
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Parameter miRNA Eta Eta2 Signifikanz 

AKI während Studie 

let-7e-5p 0,528 0,278784 0,004 

miR-501-3p 0,421 0,177241 0,026 

Bedarf einer 
Nierenersatztherapie 
während der Studie 

let-7e-5p 0,490 0,2401 0,008 

miR-378a-3p 0,379 0,143641 0,046 

miR-378i 0,433 0,187489 0,021 

miR-660-5p 0,409 0,167281 0,031 

miR-501-3p 0,549 0,301401 0,003 

miR-511-5p 0,418 0,174724 0,027 

miR-200b-3p 0,427 0,182329 0,024 

miR-500a-3p 0,556 0,309136 0,002 

Tabelle 18. Korrelation der signifikant regulierten miRNAs zwischen ambulant 

erworbener Pneumonie und Sepsis in Zusammenhang mit 

Nierenfunktionseinschränkungen und Nierenersatztherapie. Hochregulierte miRNAs bei 

Sepsispatienten sind grau hinterlegt.  Hier wurden die miRNAs in Bezug auf das Auftreten einer akuten 

Nierenschädigung (AKI: Anstieg des Serumkreatinin um ≥ 0,3mg/dl (≥ 26,5 µmol/l) innerhalb von 48 

Stunden oder Anstieg des Serumkreatinin um das ≥ 1,5-fach des Ausgangswertes, welches 

nachgewiesen oder angenommen innerhalb der letzten 7 Tagen aufgetreten ist oder Urinausscheidung 

< 0,5ml/kg Körpergewicht/h für mindestens 6 Stunden) und den Bedarf einer Nierenersatztherapie 

korreliert. Dabei wurde die miRNA als abhängige Variable ausgewählt. Der Eta-Quadrat-Koeffizient 

(Eta2) beschreibt wie viel Prozent der gesamten miRNA Varianz durch das Auftreten einer AKI erklärt 

wird (bspw. werden 27,9% der miR-let-7e-5p durch das Auftreten einer AKI erklärt). Dabei erfolgte die 

Auswertung mit allen miRNAs die in Tabelle 9 aufgeführt werden und die hier angegeben miRNAs sind 

nur diejenigen, bei der eine signifikante Korrelation (p ≤ 0,05) nachgewiesen werden konnte.   
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Regressionsanalyse bei Sepsis  

Die miRNAs die mit klinischen Parametern der Sepsispatienten korrelierten, wurden ebenfalls 

auf ihren Zusammenhang in einer Regressionsanalyse überprüft. Tabelle 19 gibt einen 

Überblick der Ergebnisse.  Für die Interpretation dient der Determinationskoeffizient R2 bzw. 

korrigierte R2. R beschreibt wie sehr die Varianz der abhängigen Variable (z.B. Dauer des ITS-

Aufenthaltes) durch die miRNA erklärt wird. Je näher der Wert an 1 ist, desto eher ist die 

Varianz zu erklären. Mit einer erhöhten Anzahl an Daten steigt automatisch der R2-Wert, 

weswegen der korrigierte R2-Wert den eigentlichen interpretierbaren Wert darstellt. Die Höhe 

des korrigierten R2-Wertes gibt an, wie viel Prozent der abhängigen Variable von der 

unabhängigen Variable vorhergesagt werden kann. 

Eine Korrelation zwischen der miRNA miR-150-3p und dem APACHE II an Tag 0 konnte nicht 

bestätigt werden. Ebenso konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der miR-1228-

5p und dem SAPS II an Tag 0 nachgewiesen werden.  

Die Dauer des intensivmedizinischen Aufenthalts und den korrelierenden miRNAs konnte nur 

für die hochregulierte miR-150-3p bestätigt werden (korrigiertes R2: 0,286 mit einem p-Wert 

von 0,002). Daraus konnten 28,6% der Dauer des Intensivaufenthalts durch die Höhe der miR-

150-3p vorhergesagt werden. 

Die Regressionsanalyse folgender Parameter mit den korrelieren miRNAs ergab keine 

signifikanten Ergebnisse: Dauer des Klinikaufenthaltes, Dauer der Beatmung und Versterben 

während der Studie.  

Korrelationen von Entzündungsparametern und dem miRNA-Expressionsprofil konnten für die 

runterregulierte miR-1-3p und dem Procalcitonin-Wert (p < 0,001) sowie dem IL-6-Wert 

(p < 0,001) bestätigt werden. Die Evaluation der Gerinnungsparameter brachte lediglich für die 

Thrombozytenzahl und die bei Sepsis weniger exprimierte miR-501-3p ein signifikantes 

Ergebnis (p = 0,022).  

In der Regressionsanalyse zeigt die runterregulierte miRNA miR-378a-3p einen signifikanten 

Zusammenhang mit der Höhe des Laktatspiegels (p = 0,014). Jedoch beschreibt das 

korrigierte R2 von 0,181, dass nur 18,1% der Laktathöhe durch die miRNA-Expressionshöhe 

beschrieben werden können. Der Bedarf einer Kreislaufunterstützung durch Katecholamine 

korrelierte signifikant mit der bei Sepsis weniger exprimierten miR-660-5p (korrigiertes 

R2=0,688 bei p < 0,001).  

Bei der Beurteilung der Nierenfunktion zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen 

dem Kreatinin-Wert und der runterregulierten miR-660-5p (korrigierte R2 = 0,196, p = 0,021), 

sowie zwischen dem Harnstoff und der hochregulierten miR-1228-5p (korrigierte R2 = 0,144, 

p = 0,044).  
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Tabelle 19. Fortsetzung nächste Seite 

Pneumonie vs. Sepsis 

Parameter miRNAs R R2 
Korr.

R2 
Standardfehler 
des Schätzers 

F 
p-Wert von 

F 
Regressions-
koeffizient B 

Standardisierter 
Regressions-
koeffizient B 

T p-Wert 
von T 95% KI  

APACHE II Tag 0 miR-150-3p Keine signifikanten Ergebnisse 

SAPS II Tag 0 miR-1228-5p Keine signifikanten Ergebnisse 

Dauer ITS-
Aufenthalt 

miR-150-3p  0,560 0,314 0,286 14,327 11,418 0,002 0,250 0,560 3,379 0,002 0,098 – 0,402 

miR-93-5p 
Ausschluss aus der Analyse, weil keinen signifikanten Einfluss 

 
miR-92a-3p 

miR-1246 

Dauer 
Klinikaufenthalt 

miR-1228-5p 

Keine signifikanten Ergebnisse miR-93-5p 

miR-342-3p 

Dauer der 
Beatmung 

miR-93-5p 

Keine signifikanten Ergebnisse miR-92a-3p 

miR-18a-3p 

Leukozyten an 
Tag 0 

miR-192-5p 
Keine signifikanten Ergebnisse 

PCT an Tag 0 

miR-1228-5p 

Keine signifikanten Ergebnisse miR-4433b-3p 

miR-150-3p 

miR-1-3p 0,867 0,751 0,741 41,198 78,448 <0,001 0,018 0,867 8,857 0,000 0,014 – 0,022 

CRP Tag 0 miR-1228-5p Keine signifikanten Ergebnisse 

IL-6 an Tag 0 miR-1-3p 0,909 0,827 0,820 37040,285 
114,85

6 
<0,001 19,405 

0,909   15,668 – 
23,142 

Hämoglobin an 
Tag 0 

miR-660-5p  

Keine signifikanten Ergebnisse miR-18a-3p 

miR-511-5p 

Thrombozyten an 
Tag 0 

miR-501-3p  0,432 0,187 0,156 141,971 5,980 0,022 -0,133 -0,432 -2,445 0,022 -0,245 - -0,021 

miR-200c-3p Keine signifikanten Ergebnisse 

aPTT an Tag 0 miR-200c-3p Keine signifikanten Ergebnisse 

 
Max. Laktat an 

Tag 0 

miR-378a-3p 0,460 0,211 0,181 1,9409 6,970 0,014 0,000 0,460 2,640 0,014 0,000 – 0,000 

miR-378i  

 

 

Keine signifikanten Ergebnisse 

 

 

 

miR-511-5p 

miR-500a-3p 
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Pneumonie vs. Sepsis 

Parameter miRNAs R R2 
Korr.

R2 
Standardfehler 
des Schätzers 

F 
p-Wert von 

F 
Regressions-
koeffizient B 

Standardisierter 
Regressions-
koeffizient B 

T p-Wert 
von T 95% KI  

Katecholamin-
bedarf  

(μg x KgKG x 
min-1)  

miR-660-5p 0,837 0,701 0,688 0,274 53,931 <0,001 0,004 0,837 7,344 0,000 0,003 – 0,005 

miR-501-3p  

 

Keine signifikanten Ergebnisse 

 

 

 

 

miR-500a-3p 

miR-1-3p 

miR-95-3p 

Kreatinin an Tag 
0 

miR-370-3p Keine signifikanten Ergebnisse 

miR-660-5p 0,443 0,196 0,164 0,697 6,103 0,021 0,003 0,443 2,470 0,021 0,001 – 0,006 

Harnstoff an Tag 
0 

miR-1228-5p 0,383 0,147 0,114 46,533 4,464 0,044 -1,303 
-0,383 -2,113 0,044 

-2,571 - -0,035 

Tabelle 19. Regressionsanalyse der korrelierenden miRNAs mit den klinischen Parametern von Sepsispatienten.  Hochregulierte miRNAs sind 

grau hinterlegt. Es wurde entsprechend dem Skalenniveau die passende Regressionsanalyse ausgewählt, welche einen kausalen Zusammenhang zwischen einer 

abhängigen (z.B. Dauer des Klinikaufenthaltes oder die Höhe der Leukozyten) und einer unabhängigen Variable (miRNA) beschreiben kann. Bei der multiplen 

linearen Regressionsanalyse wurde zunächst eine schrittweise Einschlussanalyse und zur Bestätigung die Rückwärts-Ausschlussmethode gewählt. Abk.: F: F-

Test; KI: Konfidenzintervall, Korr.: korrigiertes. Erklärung: R: Der Korrelationskoeffizient R gibt die Höhe eines Zusammenhangs der Variablen an. Je näher dieser 

Wert an 1 ist, desto stärker der Zusammenhang. R2: Der Determinationskoeffizient R2 beschreibt wie sehr die Varianz der abhängigen Variable (z.B. Dauer des 

ITS-Aufenthaltes) durch die miRNA erklärt wird. Je näher der Wert an 1 ist, desto eher ist die Varianz zu erklären. Mit einer erhöhten Anzahl an Daten steigt 

automatisch der R2-Wert, weswegen der korrigierte R2-Wert den eigentlichen interpretierbaren Wert darstellt. Die Angabe des korrigierten R2-Wertes kann angeben, 

wie viel Prozent der abhängigen Variable von der unabhängigen Variable vorhergesagt werden kann. F-Test: Dieser überprüft die Signifikanz des Modells. Liegt 

der p-Wert Wert <0,05 ist von signifikanten Variablen im Regressionsmodell auszugehen. Regressionskoeffizient B: Der nicht standardisierte 

Regressionskoeffizient B beschreibt die Richtung und das Ausmaß der Veränderung durch die miRNA. Standardisierter Regressionskoeffizient B: Vergleich der 

Auswirkung zwischen den einzelnen miRNAs. Je höher der Betrag (unabhängig vom Vorzeichen), desto größer der Einfluss. t-Test (T) und Signifikanz Sig.: 

beschreibt, ob der Regressionskoeffizient signifikant ist (bei p < 0,05). 
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In Bezug auf das Auftreten einer akuten Nierenschädigung (AKI) ergab die Regressionsanalyse 

einen signifikanten Zusammenhang mit der bei Sepsis vermehrt exprimierten miRNA let-7e-5p 

(p=0,018) (s. Tabelle 20). Hier erwies sich eine negativ gerichtete Korrelation 

(Regressionskoeffizient B= - 0,025). Die binär logistische Regressionsanalyse des Einsatzes 

einer Nierenersatztherapie und der miRNA-Expressionsmuster ergab nur für die miR-500a-3p 

ein signifikantes Ergebnis (p=0,010). Bei einem positivem Regressionskoeffizient B steigt die 

Wahrscheinlichkeit bei einem höheren Expressionsniveau der miRNA, dass das Ereignis 

eintrifft. Ein negativer Koeffizient besagt, dass je höher die miRNA exprimiert wird, desto 

geringer ist die Wahrscheinlichkeit z.B. des Auftretens einer AKI. Mit der Odds-Ratio (OR), also 

der Exponentialfunktion des Regressionskoeffizienten B (𝑒𝐵 oder ExpB) kann man Aussagen 

bezüglich Reduktion oder Erhöhung der Eintreffwahrscheinlichkeit treffen. Steigt das 

Expressionsniveau der miRNA um 1, steigt die relative Wahrscheinlichkeit für das Eintreffen des 

Ereignisses (also das Auftreten einer AKI, einer Nierenersatztherapie oder Vorhandensein 

positiver kombinierter Sepsis-Scores) um die OR -1. Hat man als Ergebnis einen negativen 

Wert, so sinkt die Wahrscheinlichkeit um diesen Wert. Bei einer vermehrten Expression der 

miRNA let-7e-5p, die bei Sepsispatienten vermehrt exprimiert wird, sinkt die Wahrscheinlichkeit 

einer AKI (OR-1= 0,975-1=-0,025) um 2,5%. Bei einer verminderten Expression der bei 

Sepsispatienten weniger exprimierten miRNA miR-500a-3p, sinkt das Risiko um 2,2% im 

Verlauf ein Nierenersatzverfahren zu benötigen (OR-1=1,022-1=0,022). 

Die binär logistische Regression konnte die Korrelationen zwischen den kombinierten Sepsis-

Scores (gleichzeitig einen SOFA-Score ≥ 10 Punkten, einen APACHE II ≥ 20 und einen MODS 

≥ 9) und den miRNAs miR-150-3p, miR-192-3p und miR-4446-3p nicht bestätigen.   

Ebenso zeigte die Analyse der miR-93-5p in Bezug auf die Vorhersage, ob ein Patient verstirbt 

oder nicht, keine signifikanten Ergebnisse: p = 0,303, Odds-Ratio = 1,001 mit einem 95% 

Konfidenzintervall von 0,999 bis 1,004 (nicht in der Tabelle aufgeführt).  
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Pneumonie vs. Sepsis 

Parameter miRNAs 
Richtig 
„Nein“ 

geschätzt  

Richtig 
„Ja“ 

geschätzt 

Regressions-
koeffizient B  Standardfehler Wald Signifikanz p-Wert 

Odds-Ratio 
(Exp B) 

95% KI  
 

AKI während 
Studie 

let-7e-5p 69,2% 80,0% 
-0,025 

0,011 5,620 0,018 0,975 
0,955 – 
0,996 

miR-501-3p Ausschluss aus der Analyse, weil keinen signifikanten Einfluss 

Nieren-
ersatz-

therapie 
während 
Studie 

miR-500a-3p 88,9% 70,0% 0,022 0,009 6,660 0,010 1,022 
1,005 – 
1,039 

let-7e-5p 
miR-378a-3p 

miR-378i 
miR-200b-3p 
miR-200c-3p 
miR-501-3p 
miR-511-5p 
miR-660-5p 

miR-1228-5p 

Ausschluss aus der Analyse, weil keinen signifikanten Einfluss 

Kombinierte 
Sepsis-
Scores* 

miR-150-3p 
miR-192-5p 

miR-4446-3p 
Keine signifikanten Ergebnisse 

Tabelle 20. Binär logistische Regressionsanalyse der korrelierenden miRNAs mit dem Auftreten einer akuten Nierenschädigung, dem 

Einsatz einer Nierenersatztherapie und kombinierten Sepsis-Scores.  Hochregulierte miRNAs sind grau hinterlegt. Erklärung: Bei einem positivem 

Regressionskoeffizient B steigt die Wahrscheinlichkeit bei einem höheren Expressionsniveau der miRNA, dass das Ereignis eintrifft (z.B. AKI). Bei einem negativen 

Koeffizienten sinkt die Wahrscheinlichkeit. Odds-Ratio (OR: also 𝑒𝐵): steigt das Expressionsniveau der miRNA um 1, steigt die relative Wahrscheinlichkeit für das 

Eintreffen des Ereignisses (also das Auftreten einer AKI, einer Nierenersatztherapie oder positive kombinierte Sepsis-Scores) um die OR -1. Hat man als Ergebnis 

einen negativen Wert, so sinkt die Wahrscheinlichkeit um diesen Wert. Beispiel: Bei einer vermehrten Expression der miRNA let-7e-5p, sinkt die Wahrscheinlichkeit 

einer AKI (OR-1= 0,975-1=-0,025) um 2,5%. *Kombinierte Sepsis-Scores: Patienten die gleichzeitig einen SOFA-Score ≥ 10 Punkten, einen APACHE II ≥ 20 und 

einen MODS ≥ 9 Punkten aufwiesen. Abk.: AKI= acute kidney injury, KI= Konfidenzintervall
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ROC und AUC der Sepsispatienten 

In einem letzten Schritt wurden nun die korrelierenden miRNAs, die in der Regressionsanalyse 

bestätigt wurden, auf ihre Funktion als Biomarker hin überprüft. 

Patienten mit einer Sepsis oder einem septischen Schock benötigen gegebenenfalls eine 

mechanische/invasive Beatmung. In unserer Sepsiskohorte wurden 25 der 28 Patienten ≥ 48 

Stunden mechanisch beatmet. Eine Studie konnte zeigen, dass eine verlängerte mechanische 

Beatmung (≥ 48 Stunden) abhängig vom Alter und vorbestehenden Komorbiditäten, mit einer 

erhöhten 1-Jahres-Mortalität und verringertem funktionellen Status assoziiert ist.83 Bei der 

Analyse der signifikant regulierten miRNAs und Begutachtung der miRNAs die eine Korrelation 

zur Beatmungsdauer aufwiesen (miR-93-5p, miR-92a-3p und miR-18a-3p), konnten sich die 

Ergebnisse in der Regressionsanalyse nicht bestätigen lassen. Demnach zeigten sich auch 

keine geeigneten miRNAs zur Differenzierung zwischen einer Beatmungsdauer über/gleich 

bzw. unter 48 Stunden (miR-93-5p (AUC=0,769; p=0,147), miR-92a-3p (AUC= 0,733; 

p=0,194) und miR-18a-3p (AUC= 0,600; p=0,577). 

Die Antibiotikatherapie ist ein wesentlicher Bestandteil der Behandlungsstrategie bei Sepsis. 

Dazu schreiben Brunkhorst et al. in der S3-Leitlinie zur Sepsis (2020, S.54), dass „eine 

Behandlungsdauer von 7–10 Tagen im Allgemeinen für die schwersten Infektionen 

angemessen“19 ist. Zur Einschätzung, ob ein Patient gegebenenfalls einer verlängerten 

antibiotischen Therapie bedarf, evaluierten wir die Nutzung der signifikant regulierten miRNAs 

als Biomarker. In unserer Sepsiskohorte wurden 17 der 28 Patienten (60,7%) länger als 10 

Tage antibiotisch behandelt. Hierbei zeigte sich allerdings weder eine signifikante Korrelation 

mit der Dauer der antibiotischen Therapie, noch konnte eine miRNAs als Biomarker zur 

Einschätzung einer Therapie über 10 Tagen identifiziert werden.  

Bei der Nutzung der miRNA als Biomarker für die Einschätzung des klinischen Verlaufes einer 

Sepsis bzw. eines septischen Schocks, haben wir uns die Möglichkeit einer 

Risikostratifizierung für das Auftreten einer „acute kidney injury“ (AKI), definiert als ein AKIN 

oder RIFLE-Score > 0 während der Studie, angeschaut. Unter allen signifikanten miRNAs wies 

die vermehrt exprimierte let-7e-5p nicht nur eine Korrelation mit dem Auftreten einer AKI auf, 

sondern zeigte auch ein signifikantes Ergebnis in der Regressionsanalyse (p = 0,018) mit 

einem negativen Regressionskoeffizienten B (-0,025). Das bedeutet, je höher die miR-let-7e 

bei Sepsispatienten exprimiert wird, desto niedriger ist die Wahrscheinlichkeit einer AKI. Für 

die ROC-Analyse wurde die miR-let-7e als Testvariable verwendet und das Auftreten einer 

AKI als positiv eingetretenes Ereignis. Dies führt zu der ROC-Kurve in Abbildung 25. Zwar 

erhält man eine gute AUC von 0,769, welche signifikant ist (p = 0,016), jedoch zeigt das 

Kreuzen der Diagonalen, dass das Ergebnis hier nur bedingt zu verwerten ist.  
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Abbildung 25. ROC und AUC der let-7e-5p und das Auftreten einer AKI bei Sepsis. Hier 

wurde untersucht, ob die miR-let-7e-5p das Auftreten einer „acute kidney injury“ (AKI) prognostizieren 

kann.  In der Regressionsanalyse ist ein negativer Zusammenhang zwischen dem Expressionsniveau 

der miRNA let-7e-5p und dem Auftreten einer AKI bestätigt worden. Somit ist eine vermehrte Expression 

mit einem verminderten Auftreten einer akuten Nierenschädigung assoziiert. In der ROC-Analyse wurde 

demnach untersucht, ob durch das Expressionsniveau der miR-let-7e-5p ein AKI (Anstieg des 

Serumkreatinin um ≥ 0,3mg/dl (≥ 26,5 µmol/l) innerhalb von 48 Stunden oder Anstieg des 

Serumkreatinin um das ≥ 1,5-fach des Ausgangswertes, welches nachgewiesen oder angenommen 

innerhalb der letzten 7 Tagen aufgetreten ist oder Urinausscheidung < 0,5ml/kg Körpergewicht/h für 

mindestens 6 Stunden) vorhersagen kann. Hierbei zeigte sich zwar eine signifikante AUC von 0,769 

(p = 0,016), jedoch ist das Ergebnis aufgrund der Datensatzgröße und des Kurvenverlaufs statistisch 

mit Vorsicht zu bewerten.   

Die ROC-Analyse der bei Sepsis weniger exprimierten miRNA miR-500a-3p, die signifikant mit 

dem Bedarf eines Nierenersatzverfahrens korrelierte (p = 0,010), erbrachte eine sehr gute 

AUC von 0,906 (p < 0,05, 95%-Konfidenzintervall 0,794 - 1,000) (s. Abbildung 26). Somit zeigt 

eine verminderte Expression einen verminderten Einsatz eines Nierenersatzverfahrens 

während des Sepsisverlaufes. Aufgrund des Konfidenzintervalles sollte die Interpretation des 

Ergebnisses jedoch mit Vorsicht betrachtet werden.  Die Berechnung des Youden-Index 

(Sensitivität+Spezifität-1) ergab eine bestmögliche Sensitivität von 90% und Spezifität von 

83,3%.  
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Abbildung 26. ROC und AUC der miR-500a-3p und den Einsatz einer 

Nierenersatztherapie bei Sepsis. Hier wurde untersucht, ob die miR-500a-3p den Einsatz einer 

Nierenersatztherapie prognostizieren kann.  Die Regressionsanalyse ergab eine positive signifikante 

Korrelation (Regressionskoeffizient B=0,022, p=0,010), weshalb bei niedriger exprimierten miRNA-

Werten mit einem verminderten Einsatz der Nierenersatztherapie zu rechnen ist. Die ROC-Analyse 

brachte eine sehr gute AUC (0,906) mit bestmöglicher Sensitivität von 90% und Spezifität von 83,3%. 

Aufgrund des Konfidenzintervalles ist das Ergebnis jedoch nur bedingt verwertbar.  

 

Wir untersuchten ebenfalls die Fähigkeit der signifikanten miRNAs ein Versterben des 

Patienten vorauszusagen. Die bei Sepsis weniger exprimierte miR-93-5p zeigte zwar eine 

signifikante Korrelation (p = 0,034), welche jedoch weder in der binär logistischen 

Regressionsanalyse (p = 0,303) noch in der ROC-Analyse bestätigt werden konnte 

(AUC = 0,750, p = 0,065, 95% KI 0,563 – 0,937).  

Als letztes untersuchten wir noch, ob die signifikant korrelierten miRNAs miR-150-3p und miR-

4446-3p, die beide bei Sepsis vermehrt exprimiert werden, als Biomarker für erhöhte 

kombinierte Sepsis-Scores genutzt werden könnten (s. Abbildung 27). Die 

Regressionsanalyse konnte zwar diesen Zusammenhang nicht bestätigen, dennoch führten 

wir eine ROC-Analyse durch. Diese zeigte für die miR-150-3p allein und in Kombination mit 

der miR-4446-3p folgende Ergebnisse: AUC = 0,740 mit p = 0,033 bzw. AUC = 0,744 mit 

p = 0,032. Eine Unterscheidung der Patienten mit erhöhten Scores ist also mit einer 

Sensitivität von 83,3% und einer Spezifität von 62,5% bzw. Sensitivität von 83,3% und 

Spezifität von 60% theoretisch möglich.   
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Abbildung 27. ROC und AUC der miRNAs und kombinierten Sepsis-Scores.  Von den 28 

Sepsispatienten erfüllten 12 die Kriterien von einem SOFA-Score ≥ 10 Punkten, einen APACHE II ≥ 20 

und einen MODS ≥ 9 Punkten an Tag 0 (kombinierte Sepsis-Scores). Die positive Korrelation der miRNA 

mit den Scores konnte in der Regressionsanalyse nicht bestätigt werden. Die durchgeführte ROC- und 

AUC-Analyse zeigte eine mögliche prognostische Funktion für die miR-150-3p einzeln und in 

Kombination mit der miR-4446-3p. Hierbei zeigte sich, dass mit einer Sensitivität von 83,3% Patienten 

mit positiven kombinierten Sepsis-Scores erkannt werden könnten.  
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4 Diskussion 

4.1 Limitationen in Bezug auf Material und Methoden  

Probengewinnung arteriell versus venös 

Condrat und Thompson et al., sowie unsere Arbeitsgruppe, konnten in vorherigen Studien 

bereits nachweisen, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen arteriellen und 

venösen miRNA-Expressionsmuster gibt.35, 84 Demnach ist auch bei unseren Ergebnissen mit 

keinen signifikanten Unterschieden bei den Messungen der verschieden abgenommenen 

Proben zu rechnen. 

Extraktion der Exosomen  

Bei der Betrachtung der Ergebnisse sollte berücksichtigt werden, dass verschiedene Faktoren 

die Quantität und Qualität, der aus Blut bzw. Serum isolierbaren extrazellulären Vesikel, 

beeinflussen. Dies beginnt schon bei der eigentlichen Venenpunktion und weiteren Faktoren 

wie der Zeit zwischen der Abnahme und der Messung, der Viskosität des Blutes und dem 

Vorkommen von klebrigen Proteinen wie Fibrinogen und Albumin.27 Bei der eigentlichen 

Isolation bzw. Extraktion der Exosomen aus der Probe, sind die verwendeten Verfahren 

entscheidend und derzeit gibt es noch keinen einheitlichen Konsens über die Isolation von 

Exosomen.30, 31, 53, 85, 86 Unsere Arbeitsgruppe um Grätz und Schuster et al. haben im März 

2024 einen Übersichtsartikel zur Nutzung als Leitfaden veröffentlicht, mit dem Versuch einer 

Standardisierung des Forschungsfeldes der extrazellulären Vesikel assoziierten Biomarker.87 

Nach der Blutentnahme haben wir die Serum-Röhrchen zentrifugiert, um einen möglichst 

zellfreien Überstand zu gewinnen. Die Differentialzentrifugation wird dazu genutzt, kleine und 

weniger dichte von größeren, dichteren Partikeln zu trennen. Der Erfolg ist von dem 

verwendeten Gerät (u.a. dem Rotor), der eingestellten Geschwindigkeit, der Probe selbst und 

der Größe und Dichte der Partikel abhängig.27, 55 Dabei sedimentieren größere schwerere 

Partikel und lassen kleinere im Überstand zurück, die im nächsten Schritt abpipettiert und zur 

weiteren Isolation wiederholt zentrifugiert werden können. Es lässt sich nicht vermeiden, dass 

kleine Partikel zwischen den großen verloren gehen, durch die Zentrifugation beschädigt oder 

in ihrem Aufbau verändert werden.27, 55 Des Weiteren bestehen die Überstände nicht 

ausschließlich aus Exosomen, da eine vollständige Reinheit aufgrund von sich 

überschneidenden Größen und Dichten mit anderen Partikel wie Mikrovesikel und 

Lipoproteine nicht gewährleistet werden kann. Deshalb ist davon auszugehen, dass unsere 

Ergebnisse nicht auf eine reine Isolation von Exosomen zurückzuführen ist.27, 28, 55  Ein Problem 

der Exosomen ist, dass sie bei hohen Geschwindigkeit wie bei der Ultrazentrifugation, zur 
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Aggregation neigen.88 Aus diesen und weiteren Gründen, kann die korrekte Anzahl der 

Exosomen im Serum bereits in einer der ersten Verarbeitungsschritten maskiert werden, was 

folglich jede anschließende Auswertung beeinflusst. Zur Isolation haben wir uns für das 

miRCURY® Exosome Isolation Kit – Serum/Plasma (Qiagen, Venlo, Niederlande) entschieden. 

Das Vorhandensein der Exosomen und die Reinheit der Isolation wurde dann mittels NTA, 

TEM und Western Blot überprüft.  

NTA 

Die Nanotracking Analysis dient unter anderem der Messung der Vesikel-Größenverteilung (s. 

auch S. 48). 31 Die NTA kann Partikel zwischen 50 nm und 1 µm differenzieren und macht sie 

so der Durchflusszytometrie überlegen, die Partikel ab etwa 100 nm differenzieren kann.51, 52, 

54, 88 Durch die gleichzeitige Messung einzelner Partikel in einem Kollektiv, kann sie gegenüber 

der dynamischen Lichtstreuung (engl. dynamic light scattering, DLS), die die Partikelgröße aus 

dem Kollektiv bestimmt, eine exaktere Größenbestimmung in einem heterogenen Mix 

durchführen.51 Nachteile der NTA sind zum einen, dass die Konzentration kleinerer Partikel 

unterschätzt und größerer Partikel überschätzt werden kann und zum anderen, dass die 

Ergebnisse durch die Kalibrierung der Geräte und der Software beeinflusst werden.89   Die 

Probe muss vor der Messung zusätzlich verdünnt werden. Hierbei ist der richtige 

Verdünnungsfaktor entscheidend, damit die Kamera alle vorhandenen Vesikel erkennt und 

größere Vesikel keine kleineren verdecken.31 Zusammenfassend ist die NTA ein geeignetes 

Verfahren um die Menge, Größenverteilung und Konzentration von Vesikeln in einer Probe 

quantitativ abzuschätzen.51   

TEM 

Zur Visualisierung der isolierten Exosomen haben wir die 

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) benutzt (s. S. 48). Ein Vorteil ist die Detektion von 

Partikeln ab etwa 1 nm Durchmesser, was sie durch ihre Auflösung zu einer guten Ergänzung 

zur NTA macht.31, 89 Ein weiterer Vorteil der TEM ist die Nutzung von Elektronen, welche leicht 

erzeugbar sind. Diese können einfach detektiert, gezählt und durch elektrische oder 

magnetische Felder manipuliert werden.57 Ein Nachteil der TEM ist die aufwändige Präparation 

der Proben, bevor die Partikel abgebildet werden können. Außerdem muss die Konzentration 

der Vesikel vor der eigentlichen Messung zusätzlich durch (Ultra-)Zentrifugation erhöht 

werden.52 Durch die Fixierung und Trocknung der Proben kann die Größe und vor allem die 

Morphologie der zu untersuchenden Vesikel bzw. Exosomen modifiziert werden und auch der 

Elektronenstrahl selbst kann zu Veränderungen führen.31, 52 Zum Beispiel, können die 

Exosomen durch die Zweidimensionalität der Abbildung kelchförmig, statt der kugelförmigen  
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3-D Darstellung, aussehen.27,31 Die TEM erbringt keine quantitativen Ergebnisse und es wird 

im Standardverfahren auch keine Phänotypisierung ermöglicht.28,52 Zusammenfassend ist sie 

jedoch ein etabliertes Verfahren zur Bestätigung einer Exosomenpopulation, wie sie in vielen 

Studien angewendet wird. 27, 41, 86, 90, 91  

Western Blot  

Zur Charakterisierung der isolierten Vesikel und Identifikation von Exosomen wurde das 

Western Blotting angewendet. Ein Vorteil ist die Möglichkeit Proteine im Pikogramm-Bereich 

zu identifizieren und zu (semi-)quantifizieren.60 Dabei wird die Sensitivität durch die Detektion 

der gesuchten Proteine aufgrund ihrer molekularen Masse und die Spezifität durch die 

spezifische Antigen-Antikörper-Interaktion bestimmt.60  Ein Nachteil des Western Blots ist die 

Identifikation von Proteinen aus der gesamten Probe, inklusive möglicher nicht-exosomaler 

Kontamination.27, 28 Zwar konnten wir nachweisen, dass in unseren Proben CD63, CD81, 

TSG101 und Synthenin vorhanden sind, dass diese jedoch nicht exklusiv für Exosomen sind 

oder alle Exosomen diese ausprägen müssen, ist bekannt.27, 28, 92  Fehlerquellen reichen von 

der Vorbereitung der Probe, über die Übertragung der Menge von Proteinen auf das Gel, bis 

hin zu der Wahl der Pufferlösungen und der verwendeten Antikörper.60 Diese funktionalen 

Antikörper müssen für das gesuchte Protein und seine eventuell gesuchten post-

translationalen Modifikationen, vorhanden sein.60 Die Spezifität dieser Antikörper ist dabei 

entscheidend, denn sie können eventuell nicht gewünschte Proteinsequenzen oder post-

translational modifizierte Proteine mit der gleichen Bindungsstelle binden und somit das 

Ergebnis verfälschen.60 Zusätzlich ist die gewählte Porengröße, der Transferpuffer und das 

Acrylamidgel für den Proteintransfer vom Gel auf die Membran bedeutend.60 Zur besseren 

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden unsere Versuchsreihen stets protokollkonform und 

durch den selben Untersucher durchgeführt. Resümierend lässt sich sagen, dass der Western 

Blot durch seine langjährige Nutzung und in der Forschung etablierten Studienprotokollen eine 

kosteneffektive Methode darstellt, um Exosomen zu charakterisieren.  

Extraktion und Quantifizierung der RNA  

Es gibt eine große Anzahl an Kits zur Isolierung von miRNAs aus einem Medium. Die Auswahl 

des miRNeasy® Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) ist vor allem 

aufgrund von eigenen Erfahrungen getroffen worden. Mögliche Alternativen zur phenol-

/chloroform-freien säulenbasierten Isolierung, wie sie hier Anwendung gefunden hat, ist eine 

kombinierte Phenol- und Säulenmethode oder eine Anwendung von allein Phenol-basierten 

Protokollen. Vor- und Nachteile der jeweiligen Methode können der Arbeit von El-Khoury et 

al.93 entnommen werden. Ein ganz anderes Verfahren zur Quantifizierung von miRNAs aus 
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Plasma stellen Zhao, Deng und Wang et al.94 vor: Hier wird die zirkulierende Plasma-miRNA 

zunächst aus ihren Proteinkomplexen gelöst und dann zu einer cDNA reverse-transkribiert. 

Diese wird dann als Vorlage für die Amplifikation unter anderem der miR-16 mittels 

quantitativer real-time-PCR genutzt. Bei diesem Verfahren kann auf einer vorherige RNA 

Isolation bzw. Aufschlüsselung der Untergruppen verzichtet werden.94   

Prendergast et al.91 konnte zeigen, dass die Dauer der Probenlagerung über Jahrzehnte bei   

-80°C die RNA-Ausbeute nicht wesentlich beeinflusst. Unsere Proben wurden nur über wenige 

Monate gelagert und so können unsere Ergebnisse als valide eingestuft werden.  

Die Größenverteilung und Quantifizierung der isolierten miRNAs wurde mittels der gut 

erforschten und erprobten Kapillarelektrophorese durchgeführt (Bioanalyzer 2100, Agilent 

Technologies). Einer ihrer Vorteile ist, dass sie miRNAs aus Proben mit geringer Konzentration 

quantifizieren kann. Ein Nachteil ist, dass sie unter Umständen kleinere mRNA-Segmente 

fälschlicherweise als miRNA klassifiziert und somit die Menge an Nukleinsäure und ihre 

Variabilität unterschätzen kann. 95  

Zur Vorbereitung der isolierten miRNAs zur Hochdurchsatzsequenzierung, wurde von unserer 

Arbeitsgruppe das als Goldstandard geführte RT-qPCR Verfahren35 in der Bestätigungsstudie 

verwendet.76  Hierbei werden aus den miRNAs mittels reverser Transkription cDNAs gebildet 

und im nächsten Schritt durch quantitativer Polymerasekettenreaktion (qPCR) amplifiziert.   

 

Next-Generation Sequencing  

Das 2001 vollendete Humangenomprojekt (HGP) ist wohl eines der bekanntesten und 

wichtigsten Kampagnen, die zur Weiterentwicklung der Hochdurchsatzsequenzierung geführt 

haben. Die Wissenschaftler um James Watson und Francis Collins machten es sich zur 

Aufgabe, das komplette humane Genom zu sequenzieren, um die Erforschung von 

Krankheiten zu ermöglichen.96,97 

Das Prinzip der Hochdurchsatzsequenzierung basiert auf der preisgekrönten 

Sequenzierungsmethode von Frederick Sanger, wofür er 1980 den Nobelpreis der Chemie 

erhielt und welche bis heute eines der genauesten Vorgehensweisen darstellt.98 Die Sanger 

Didesoxymethode nutzt einen einzelnen DNA-Strang als Matrize und wird durch Hinzugabe 

von dNTP (Desoxy Nukleotidmonomere) und fluoreszierenden ddNTP (Didesoxy 

Nukleotidmonomere) mittels Polymerase-Kettenreaktion vervielfacht. Anschließend werden 

die verschieden langen Erzeugnisse mittels Elektrophorese ihrer Größe nach aufgetrennt. Ihre 

Fluoreszenz ermöglicht die Aufnahme und Abbildung ihrer Basenreihenfolge.98, 99  
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Parallel dazu entwickelte die Arbeitsgruppe um Allan Maxam und Walter Gilbert, die ebenfalls 

mit einem Nobelpreis ausgezeichnet wurden, eine ähnliche Methode. Sie führt durch eine 

chemische Reaktion zum Kettenabbruch der DNA an der jeweils vorher bestimmten Base. 

Dadurch entstehen unterschiedlich lange Sequenzen und auch hier lässt sich daraus die 

Reihenfolge der Basen wiedergeben.96  

Den Anfang der automatisierten Sequenzierung machte 1986 Applied Biosystems, die die sog. 

„First-Sequencing“ Maschine AB370 herausbrachte. Diese nutzte die genauere und schnellere 

Methode der Kapillarelektrophorese, statt der bisher üblichen Agarose-Gelelektrophorese. Im 

Jahre 2005 folgte die Einführung der sog. Next-Generation Sequencing (NGS) durch die Firma 

Roche. Diese entwickelte die Roche454, welche die Pyrosequenzierung erstmals einsetze. 

Die genannte Methode basiert auf einer Echtzeitbeobachtung der DNA-Strang-Synthese, 

durch Einbau von Basen. Diese werden nacheinander hinzugefügt, wodurch es zu einer 

Abspaltung eines Pyrophosphats kommt. Dieses Pyrophosphat (PPi) wird zur ATP-Bildung 

verwendet, welches mit Luciferin und Sauerstoff enzymatisch zu Oxyluciferin umgesetzt wird. 

Dieser Schritt führt zu einer sichtbaren Lichtreaktion, wodurch auf die respektive Base 

geschlossen werden kann. Die nicht eingeführten Basen werden durch das Enzym Apyrase 

abgebaut. Die Wiederholung dieser Schritte führt zu einer schrittweisen Darstellung der 

Sequenz. Diese Methode wird auch Sequencing-by-Synthesis genannt.96,98  

2006 folgte die SOLiD™ (Sequencing by Oligo Ligation Detection), ebenfalls von Applied 

Biosystems. Skizzenhaft beschrieben wird bei dieser Methode die Sequenz nicht durch 

Synthetisierung eines komplementären Strangs erfasst, sondern durch die Ligation von 

Sonden an Komponenten des zu erfassenden Strangs. Diese können zwei 

aufeinanderfolgende Basen erkennen und ein Lichtsignal abgeben. Durch die folglich 

unumgängliche Überlagerung von Basen lässt sich nach fünf Runden auf die eigentliche 

Sequenz schließen.96  Ein weiteres System ist der Genome Analyzer (GA), welches, wie die 

„First-Sequencing“-Machine, auf der Sequencing-by-Synthesis Strategie basiert.  2010 folgte 

die Weiterentwicklung durch Illumina mit dem HiSeq-2000-System96, dessen Folgeprodukt, 

der HiSeq-2500, in dieser Arbeit verwendet wurde. An die zuvor fragmentierten DNA wird an 

beiden Seiten ein Adapter angeheftet der komplementär zu den später verwendeten Primern 

ist. Dabei sind die Adapter (und folglich auch die Primer) am 3‘- und 5‘-Ende unterschiedlich. 

Eine Neusynthese kann nur durch Anbau an der 3’OH-Stelle erfolgen, weshalb nach jedem 

Einsatz einer Base die weitere Synthese deaktiviert wird. Dies stellt sicher, dass pro Zyklus 

nur eine Base inkorporiert wird. Eine CCD-Kamera nimmt die Lichtsignale nach jedem Zyklus 

auf und die Software gibt, über die Verwertung der Farbkodierungen, die Sequenz der DNA 

wieder. So können viele verschiedene Sequenzen gleichzeitig analysiert werden, was den 

hohen Durchsatz der Illumina Sequenzierung erklärt.96 
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Heutzutage wird die Next-Generation-Sequencing unter anderem für die vollständige 

Sequenzierung des Genoms und gezieltere Erforschung von Mutationen und/oder 

Polymorphismen genutzt. Weitere Anwendungsgebiete sind die Abbildung von strukturellen 

Veränderungen, die unter anderem Variationen von Kopienzahlen, Translokationsknickpunkte 

und chromosomale Inversionen beinhalten können, sowie die genauere Untersuchung von 

DNA-Methylierungsmuster. Auch kann anderes genetisches Material wie die mRNA 

untersucht werden.96, 99, 100  

Die small RNA-Sequenzierungstechnologie stellt eine der neusten Methoden zur Erforschung 

der RNA dar. Diese auch „Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung“ genannte 

Vorgehensweise untersucht die Transkriptome von Zelllinien, welche die Gesamtheit der 

kleinen RNA-Moleküle  wie mRNA, rRNA, tRNA und andere nicht-kodierende RNAs wie die 

miRNAs beinhalten.96  Dabei bietet die RNA-Seq nicht nur eine Erstellung von ganzen 

Transkriptomprofilen, sondern ermöglicht auch durch Anwendung von biochemischen Assays 

die RNA-Protein-Bindung, RNA-Struktur und RNA-RNA-Interaktionen weitreichend zu 

untersuchen.66 In unserer Arbeit ermöglicht sie die Identifizierung von exprimierten miRNAs in 

unseren Proben, die Analyse einer differentiellen Genexpression (DGE) zwischen den 

verschiedenen Gruppen und lässt uns Korrelationen zwischen miRNAs Expressionsniveaus 

und Krankheitseinflüssen untersuchen. Vorteile der RNA-Seq gegenüber der cDNA-

Mikroarray Methode sind eine höhere Reproduzierbarkeit der Daten, sowie die Identifizierung 

und Quantifizierung von Isoformen und unbekannten Transkripten.66, 100  

Differentiell exprimierte Gene kennzeichnen eine unterschiedliche Expression zwischen 

vorher definierten Gruppen (hier: Pneumonie, Sepsis und Volunteer), die signifikant größer ist 

als die Variation innerhalb einer Gruppe. Allerdings können Gene fälschlicherweise als 

differentiell exprimiert deklariert werden, wenn Ausreißer innerhalb einer Gruppe extrem genug 

sind, um eine relative Variation zwischen den Gruppen vorzutäuschen.101 Für die nachfolgende 

Analyse der sequenzierten miRNAs ist die Trennschärfe (engl. power) der Ergebnisse wichtig. 

Diese beschreibt die Fähigkeit, statistisch signifikante Genexpressionsunterschiede zwischen 

unseren Gruppen zu finden, welche von einigen Faktoren abhängig ist, wie Conesa et al.66 

erläutern: Abgesehen von der Wahl eines geeigneten Exosomenisolations-, RNA-Extraktions- 

und Sequenzierungsprotokolls, auf die hier nicht weiter eingegangen werden soll, ist die Wahl 

der Sequenzierungstiefe, Bibliotheksgröße (engl. Library size), sowie die Anzahl der 

Teilnehmer in den einzelnen Gruppen entscheidend. Die Bibliotheksgröße ist die Anzahl der 

sequenzierten Reads einer Probe und wird durch die Sequenzierungstiefe, also die Häufigkeit, 

wie oft ein Abschnitt gelesen wird, mitbestimmt. Ein Grund dafür ist, dass wir vor Bestimmung 

der DGE diejenigen miRNA aus der Berechnung ausgeschlossen haben, die nur auf niedrigen 

Niveau exprimiert worden sind (die Kriterien waren baseMean ≥ 50, log2FC ≥ 1 bis ≤ -1 und 

p-adj ≤ 0,05), was die Power (also Trennschärfe) verbessert hat.66 Möglichkeiten die 
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Trennschärfe zu steigern, wäre sicherlich eine größere Anzahl an Studienteilnehmern, eine 

noch höhere Sequenzierungstiefe oder eine Auswahl eines höheren FoldChange-Niveaus, 

wobei die Anzahl der Studienteilnehmer sicherlich einer der wichtigsten Mittel ist, die 

statistische Trennschärfe zu erhöhen.66, 101 Ein weiterer Aspekt, der einen Einfluss auf die 

Ergebnisse hat, ist nicht nur die Wahl der RNA-Isolationsmethode, sondern auch die Wahl der 

Bibliotheksherstellung. Zum Teil hat diese sogar einen größeren Einfluss als die 

Isolationsmethodik selbst, da die Adapterligation anfällig für Störungen ist.95  

Ein limitierender Faktor der sonst sehr vielversprechenden technischen Möglichkeiten der 

RNA-Sequenzierung ist sicherlich, dass zum Teil nur begrenzte Mengen an Probenmaterial 

zur Verfügung stehen. Des Weiteren sind die inzwischen zwar reduzierten, aber dennoch 

hohen Kosten der Datenerstellung und bioinformatischen Verarbeitung zu erwähnen.101  

Es gibt keinen klaren Konsens welche Programme für die DGE-Analyse einer Studie benutzt 

werden sollten, da viele Faktoren die richtige Wahl beeinflussen: u.a. das Studiendesign, die 

Menge der zu vergleichenden Daten, die Expressionsniveaus der zu untersuchenden 

Sequenzen und die ausgesuchten Einstellungen des Programms. Fest steht, dass der 

Vergleich verschiedener Programme zum Teil unterschiedliche Ergebnisse hervorbringt, 

weswegen die genutzten Einstellungen und Programmversionen zur besseren 

Nachvollziehung stets beschrieben werden sollten.66, 100–102  

Die gewählte Analysesoftware DESeq2 stellt ein geeignetes Programm mit insgesamt guter 

Präzision, Genauigkeit und Sensitivität dar.100 Es sollte jedoch beachtet werden, dass 

Vergleiche mit anderen Programmen eine eher konservative Berechnung des DESeq2 

hervorbrachte und es somit sein kann, dass die tatsächliche Anzahl an differentiell 

exprimierten Genen höher ist. Gleichzeitig hätte die Kombination von bis zu fünf Programmen 

bessere Ergebnisse liefern können, allerdings ist dies mit deutlich mehr Aufwand und Kosten 

verbunden und die Qualität der DESeq2-Ergebnisse wurde mehrfach bestätigt. 101, 102  

Normalisierung der Daten  

Damit zuverlässige Ergebnisse generiert werden können, sollten die Versuchsbedingungen 

kontrolliert werden; darunter das Probenvolumen, die RNA-Isolation sowie -Integrität und die 

Effizienz der cDNA-Synthese, mit zusätzlicher Rücksichtnahme auf die allgemeine 

transkriptionelle Aktivität des untersuchten Gewebes oder der Zellen. Zur Normalisierung 

dieser Faktoren der Analyse bietet es sich an, ein oder besser mehrere interne Kontrollgene 

zu verwenden, deren Expression nicht zwischen verschiedenen Geweben und Zellen variiert 

oder durch mögliche Krankheiten, Therapien oder Studiendesigns beeinflusst wird. 103, 104   

Eine Möglichkeit solche Kontrollgene zu ermitteln, ist der Algorithmus geNorms. Dieser nutzt 

das Prinzip der paarweisen Berechnung eines Stabilitätsmaßes M, welches als die 
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durchschnittliche paarweise Variation eines bestimmten Gens im Vergleich mit allen anderen 

Kontrollgenen definiert ist. Je niedriger M, desto stabiler ist die Expression des Gens. GeNorm 

rechnet für jedes Gen die Stabilität aus und schließt solche mit einer geringen Stabilität, also 

mit einem hohen M, aus und wiederholt diese Schritte bis zum Schluss die zwei stabilsten 

Gene übrigbleiben. Diese werden dann zur Berechnung eines Normalisierungsfaktors (NF) 

herangezogen. GeNorms bezieht in seine Berechnungen den Variationskoeffizient V mit ein, 

welcher systematische Fehler, wie z. B. Pipettier- oder Enzymvariationen, widerspiegelt.104  

Eine andere Möglichkeit solche Kontrollgene zu identifizieren ist der in dieser Arbeit genutzte 

NormFinder. Dieser Algorithmus nutzt statt der „pairwise-comparison“ die „model-based“ 

Methode. NormFinder erstellt automatisch für eine Gruppe von Genen den jeweiligen 

Stabilitätswert (stability value). Dieser Wert spiegelt die Intra- und Inter-Gruppen 

Expressionsvarianz der Gene wider. Ein Gen, welches zur Normalisierung aller Gene genutzt 

wird, sollte nämlich zum einen innerhalb einer Gruppe (intra) und im Vergleich zu anderen 

Gruppen (inter) stabil exprimiert werden. NormFinder stellt eine Liste der geeigneten Gene auf 

und hilft dabei die richtige Anzahl an Genen zur Normalisierung der vorhandenen Proben der 

RT-qPCR festzustellen.103 In unserer Arbeit wurde hierdurch die miR-30d-5p als internes 

Kontrollgen bestimmt. Eine weitere Möglichkeit, Varianzen einer Studie auszugleichen, sind 

festgelegte Mengen synthetisch hergestellter externer Kontrollgene, sog. externe „spike-in“-

Kontrollen. Ein solches Beispiel ist der bei uns verwendete UniSp6. Nachteile dieser Methode 

sind, dass Faktoren, die vor Hinzugabe des externen Kontrollgens die Ergebnisse 

beeinflussen, wie z. B. die Probensammlung und -aufbewahrung, nicht ausgeglichen werden 

können.105  

Aktuell gibt es noch keinen allgemein gültigen Konsens bezüglich der richtigen 

Normalisierungsstrategie, weder bezüglich des verwendeten Programms, noch ob besser 

interne oder externe Referenz- bzw. Kontrollgene verwendet werden sollten.105, 106 

Nichtsdestotrotz ist es unsere Ansicht, dass die kombinierte Verwendung beider 

Normalisierungsverfahren unsere Ergebnisse zuverlässig und reproduzierbar macht.    
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4.2 Diskussion der Ergebnisse 

Exosomen und die microRNA 

Die Erforschung von Exosomen und ihrem miRNA-Gehalt beginnt mit der Ausarbeitung eines 

geeigneten Studiendesigns bezüglich der Patientenkohorten und des zu untersuchenden 

Materials (in unserem Fall venöses bzw. arterielles Blut). Es gibt die Vermutung, dass statt 

Blut eher Lymphflüssigkeit und Gewebeflüssigkeit die Hauptlokalisation für die Kommunikation 

zwischen Zellen mittels extrazellulärer miRNA darstellt. Gewebeflüssigkeit hat eine größere 

Absorptionsfläche und die Flussgeschwindigkeit in der Lymphe ist geringer als die im 

Blutstrom, was die Bedingung für einen miRNA Transfer begünstigt.36 Nach der 

Probenentnahme folgt die Isolation der Exosomen. Diese steht vor besonderen 

Herausforderungen, da nach einer Schätzung die Exosomenkonzentration, abhängig vom 

untersuchten Material, zwischen 6,06 x 107/µl bis 7,79 x 109/µl in dendritischen Zellen bzw. 

Sperma41 oder 0,21 - 1,08 x108/ 250 µl in Blutplasma107 variieren kann. Chevillet und Kang et 

al. haben gezeigt, dass durchschnittlich lediglich eine Kopie einer gegeben miRNA pro 

Exosom zu finden ist. Dies wirft die Frage auf, ob die Kommunikation durch Exosomen 

zwischen Zellen eventuell durch die Anzahl der Exosomen, statt durch die Menge der miRNA 

in einem Exosomen, reguliert wird. 41, 45 Mullokandov und Baccarini et al. schätzen die 

benötigte Anzahl an Kopien einer miRNA auf 100 bis 1000 pro Zelle, um einen Einfluss auf die 

Genexpression zu haben.46  Damit solche Mengen erreicht werden können, müssen die 

jeweiligen miRNAs entweder in der Zelle selbst hergestellt oder von anderen Orten dorthin 

transportiert werden. Die Gesamtkonzentration der miRNA im Blutplasma wird auf etwa 0,25 

рМ (1,5E + 08 Moleküle pro mL Plasma) geschätzt, welches deutlich unter der geschätzten 

Konzentration innerhalb einer Zelle ist.36 Es muss also alternative Wege geben, die Anzahl der 

miRNAs durch verschiedene Mechanismen zu erhöhen. Dies kann beispielsweise durch eine 

schnellere Aufnahme von mehr Exosomen mit geringer miRNA-Konzentration sein, die 

Aufnahme einiger weniger Exosomen mit einer sehr viel höheren miRNA-Konzentrationen 

oder es kommt durch die lange Halbwertszeit (bis zu 72 Stunden) von miRNAs zu einer 

Kumulation in der Zelle.41, 46 Andere Hypothesen sind, dass nicht die Konzentration bzw. die 

Anzahl der miRNA entscheidend ist, sondern ihre Aktivität.46 Die Eingliederung der miRNA in 

Exosomen, die als Transportmittel fungieren können, ist komplex und an vielen Teilschritten 

beeinflussbar. Beispielsweise kann die mit dem RISC assoziierte miRNA-Menge erheblich von 

der Gesamtmenge der miRNA in der Ursprungszelle abweichen, wobei die genauen 

Sortierungsmechanismen bisher nicht vollständig verstanden sind. Faktoren wie die 

Konzentration und das Verhältnis von miRNA und ihrem mRNA-Zielen, werden diskutiert.36  
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Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass wir es uns zum Ziel gemacht haben, an Exosomen 

gebundene miRNA zu untersuchen. In vitro Studien zeigen jedoch, dass nur ein kleiner 

Prozentsatz der zirkulierenden miRNA überhaupt an ECVs gebunden ist. Der Großteil ist 

vermutlich frei bzw. an Ribonukleotid-Protein-Komplexen (RNP-Komplexe) gebunden. Diese 

und andere (zum Beispiel an Ago gebundene) miRNAs können unsere Ergebnisse beeinflusst 

haben. Diesbezüglich wird diskutiert, ob diese „freien“ miRNAs von Ursprungszellen 

bestimmter Organe bei Zellstress und -untergang sezerniert werden.36, 41 Diese Aspekte sollten 

bei Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden, da es sicherlich Sortierungs- und 

Transportmechanismen für miRNAs gibt, an die wir zum jetzigen Zeitpunkt in der miRNA-

Forschung noch gar nicht denken.   

Infektionen und die miRNA 

Die Rolle der miRNA in Hinblick auf Infektionen ist vielseitig. Hierbei kommt es nicht nur auf 

die einzelne, sondern auch auf die Konstellation vieler miRNAs an. Während einige einen 

entzündungshemmenden Einfluss haben (z.B. miR-146a), wirken sich andere pro-

inflammatorisch aus (z.B. miR-155).45, 108 Dies wird noch durch den Einfluss der 

Entzündungsätiologie verkompliziert, denn es konnte gezeigt werden, dass bestimmte 

bakterielle und virale Erreger das Expressionsprofil vieler miRNAs beeinflussen können.35, 109, 

110 Zhang et al. haben anhand einer Studie mit Mäusen gezeigt, dass die Mikrovesikel-

assoziierte miR-223 und miR-142 das NLRP3-Inflammasom supprimieren und so eine anti-

inflammatorische Aufgabe in Hinblick auf eine pulmonale Entzündung erfüllen. Zusätzlich 

wurde gezeigt, dass eine Entzündung durch das gram-negative Bakterium Klebsiella 

pneumoniae durch die Expression der vorher genannten miRNAs, die Inflammation 

eingedämmt hat.44  

Eine Limitation dieser Arbeit ist, dass wir das exosomale microRNA-Expressionsmuster nicht 

in Zusammenhang mit der Infektionsätiologie unserer Patienten betrachtet haben. In einigen 

Fällen war ein verursachender Erreger nicht feststellbar, welches die häufig frustrane 

Erregerisolation (z.B. in Blutkulturen oder im Sputum) im klinischen Alltag widerspiegelt.  

Pneumonie und die miRNA 

Wir untersuchten die Fähigkeit aus dem miRNA-Expressionsprofil der Pneumoniepatienten 

eine miRNA als Biomarker zu etablieren, die einen schweren Verlauf prognostizieren kann.  

In unserer Pneumoniekohorte waren gegenüber gesunden Probanden einige miRNAs von 

Interesse (s. Tabelle 21). 
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miRNA 

Expression 

Pneumonie 

vs. 

Volunteers 

Signifikante Korrelation zu 

Variablen 
Schlussfolgerung Interpretation 

Signifikanz in der 

Regressionsanalyse 

miR-215-5p ↑ negative Korrelation zum CURB-

65 Score 

Je höher die Expression, desto geringer 

der CURB-65 Score 

Möglicher Hinweis auf besseren Verlauf.  nicht signifikant  

miR-127-3p ↑ positive Korrelation zum CURB-

65 Score 

Je höher die Expression, desto höher 

der CURB-65-Score 

Möglicher Hinweis auf schweren Verlauf. nicht signifikant 

negative Korrelation zur 

Leukozytenzahl 

Je höher die Expression, desto 

geringer die Leukozytenzahl 

Möglicher Hinweis auf besseren Verlauf.  signifikant  

miR-4732-5p ↑ Positive Korrelation zum IL-6 Wert Je höher die Expression, desto höher 

ist der IL-6 Wert 

Mögliche proinflammatorische Wirkung, 

möglicher Hinweis auf schweren Verlauf.   

nicht signifikant 

miR-193b-5p ↓ Positive Korrelation zum CURB-

65 Score 

Je niedriger die Expression, desto 

niedriger der CURB-65 Score 

Möglicher Hinweis auf besseren Verlauf.  nicht signifikant 

miR-193a-5p ↓ Positive Korrelation zur Dauer 

des Klinikaufenthaltes 

Je niedriger die Expression, desto 

kürzer der Klinikaufenthalt 

Möglicher Hinweis auf besseren Verlauf  signifikant 

miR-145-3p ↓ Negative Korrelation mit dem 

Hämoglobinwert 

Je niedriger die Expression, desto 

höher der Hämoglobinwert 

Möglicher Hinweis auf besseren Verlauf, 

weniger Transfusionsbedarf 

signifikant 

miR-320d ↓ Positive Korrelation mit dem 

Harnstoff  

Je niedriger die Expression, desto 

niedriger der Harnstoff 

Möglicher Hinweis auf besseren Verlauf 

(weniger Harnstoff, weniger 

Nierenversagen) 

signifikant 

Tabelle 21. Auszug unserer signifikant veränderten exprimierten miRNAs bei Pneumonie gegenüber gesunden Probanden mit 

Interpretation.  Hier ist nur ein Auszug der in unserer Arbeit signifikant verändert exprimierten miRNAs zwischen Pneumoniepatienten und gesunden Probanden. 

Die genauen Berechnungen der Korrelationen können in Tabelle 12 und die der Regressionsanalyse in Tabelle 13 nachgelesen werden. Die Interpretation beruht 

lediglich auf Schlussfolgerungen und muss in weiteren Studien bestätigt werden.
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Der CURB-65-Score wird zur Einschätzung des Mortalitätsrisikos eines Patienten mit 

Pneumonie eingesetzt. Dabei zeigen die Punktzahlen 0 und 1 ein geringes Risiko 

(Mortalitätsrisiko <2%) und Patienten können ambulant behandelt werden. Ab 2 Punkten 

(Mortalitätsrisiko 9%) und höher (Mortalitätsrisiko >19%) sollten Patienten eine stationäre 

Behandlung und gegebenenfalls intensivmedizinische Überwachung erhalten. Andere 

Parameter wie das Albumin, das mit der Schwere einer Pneumonie in Verbindung gebracht 

worden sind, werden nicht routinemäßig bestimmt und eignen sich deshalb nicht für die 

flächenhafte Einsetzung als Biomarker.10 Eine Alternative zum CURB-65-Score ist die 

Bestimmung des C-reaktiven Proteins (CRP) und Procalcitonins (PCT), welche signifikant mit 

dem CURB-65-Score korrelieren. Gerade dem PCT wird teilweise eine bessere Funktion als 

Indikator für die Schwere einer Pneumonie und dem Mortalitätsrisiko zugesprochen.1 Laut der 

deutschen Leitlinie von 2016, ist bei einem schweren Verlauf der ambulant erworbenen 

Pneumonie eine Prüfung der PCT und CRP-Werte an Tag 3 - 4 zur Verlaufskontrolle indiziert, 

wobei ein Abfall der Werte „ein guter Prädiktor für klinisches Ansprechen“ ist.6 

In Hinblick auf den CURB-65-Score konnten wir folgende Korrelationen nachweisen: die 

runterregulierte miR-193b-5p, die stark positiv mit dem CURB-65-Score korrelierte (𝑟𝑠 = 0,667, 

p = 0,018) und die miR-215-5p, die eine stark negative Korrelation aufwies (𝑟𝑠 = - 0,613, 

p = 0,034). Die vermehrt exprimierte miR-127-3p zeigte eine positive Korrelation (𝑟𝑠 = 0,587, 

p = 0,045). In der Regressionsanalyse konnte dieser Zusammenhang nicht bestätigt werden. 

Wir konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen den miRNAs und dem CRP bei 

Pneumoniepatienten nachweisen und das PCT korrelierte negativ allenfalls knapp signifikant 

mit der miR-543 (𝑟𝑠=-0,632, p=0,050), welcher in der Regressionsanalyse nicht bestätigt 

werden konnte (p = 0,126). Weitere Entzündungswerte wie die Leukozytenzahl, korrelierte 

negativ mit den vermehrt exprimierten miRNAs miR-127-3p und -379-5p, sowie positiv mit der 

weniger exprimierten miR-450b-5p. Das IL-6 korrelierte positiv mit der vermehrt exprimierten 

miR-4732-5p. Diese Zusammenhänge konnten jedoch lediglich für die Leukozytenzahl und die 

miR-127-3p in der Regressionsanalyse bestätigt werden (p = 0,028).  

Interessanterweise haben Huang et al. in ihrer Studie zur Adenovirus-Pneumonie bei Kindern 

im Alter zwischen 1-3 Jahren gezeigt, dass die miR-127-3p, im Vergleich zu gesunden 

Probanden, hochreguliert wird (log2FC 2,10).111 Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen einer 

vermehrten Expression bei Pneumoniepatienten (log2FC 1,07) bzw. einer verminderten 

Expression bei gesunden Probanden (log2FC -1,26). Wir haben allerdings keine 

Unterscheidung zwischen einer viralen oder bakteriellen Infektion bei unseren Messungen 

vorgenommen. Eine Arbeit von Peng und Wang et al. zeigte in Zell- und Tierversuchen, dass 

die miR-127-3p bei einer Influenza-Infektion einen inhibitorischen Effekt auf die 

Virusreplikation hat. Durch die Infektion kann die Expression jedoch reduziert werden und 

somit einen krankheitsfördernden Effekt haben.112  Liu und Mao et al. haben ähnliche 
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Ergebnisse bei einer Staphylococcus aureus Pneumonie in Mäusen erheben können und 

zeigten, dass die miR-127 einer S. aureus Infektion durch Aktivierung des angeborenen 

Immunsystems protektiv entgegenwirkt. Ebenso demonstrierten sie, dass die Verabreichung 

von miR-127 zu einem Anstieg der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, TNFα und IL-1β, 

sowie zu einem Abfall des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10, führte.113 Dies lässt 

Hoffnungen zu, dass der Einsatz von miRNAs auch als therapeutischen Ansatz genutzt 

werden könnte. Ob die oben genannten Ergebnisse auf den Menschen in vivo übertragbar 

sind und die miRNAs gar als Therapeutikum in Zukunft genutzt werden könnten, muss in 

weiteren Studien gezeigt werden. In unserer Studie konnten wir keine Korrelation zwischen 

der miR-127-3p und dem IL-6-Wert aufzeigen. Wir haben einen negativen Zusammenhang 

zwischen miR-127-3p Expressionsniveau und der Leukozytenzahl (𝑟𝑠 = - 0,671, p = 0,017) 

zeigen können. Also je höher die miRNA exprimiert wird, desto geringer die Leukozytenzahl. 

Letztere wird bei Infektionen jeglicher Art als Immunantwort des Körpers sowohl vermehrt als 

auch vermindert gebildet.74 Aus unserer Arbeit könnte man ableiten, dass je höher die 

Expression der eher protektiv wirkenden miR-127-3p ist, desto geringer ist die 

Entzündungsreaktion des Körpers, gezeigt durch eine geringere Leukozytose.  

Im Rahmen einer Pneumonie, haben Huang, Feng und Zhai et al. eine erhöhte Expression der 

miR-193b in Patienten mit milder Pneumonie gegenüber gesunden Probanden und eine noch 

höhere Expression bei schwerer Pneumonie nachgewiesen.114 Dies deckt sich nicht mit 

unseren Ergebnissen. Wir haben eine verminderte Expression der miR-193b-5p in unserer 

Pneumoniekohorte festgestellt (log2FC -1,61) bzw. eine erhöhte Expression bei gesunden 

Probanden (log2FC 1,50). Auch im Vergleich Sepsis/septischer Schock gegenüber gesunden 

Probanden, war die miR-193b-5p bei Sepsispatienten und solchen mit septischen Schock 

weniger exprimiert (log2FC -1,72 bzw. log2FC -1,48). Beim Vergleich Pneumonie und 

Sepsis/septischer Schock wurde die miR-193-5p in unseren Untersuchungen nicht als 

signifikant verändert detektiert. Wang und Zhang et al. zeigten eine erhöhte Expression von 

der miR-193b bei Sepsispatienten, die aufgrund der Schwere der Erkrankung verstorben sind 

gegenüber Sepsispatienten, die überlebt haben.115 Warum unsere Ergebnisse sich von 

anderen Studien unterscheiden ist nicht sicher zu erklären. Mögliche Ursachen können 

technische Unterschiede, Probanden oder aber nicht untersuchte Confounder sein.  

Neben der Verlaufsbeurteilung von Entzündungswerten, spricht auch ein verlängerter 

Klinikaufenthalt für einen schwereren Verlauf. 2001 konnten Menédez und Ferrando et al. 

zeigen, dass 90% der Komplikationen die zu einem verlängerten Aufenthalt geführt haben, in 

den ersten 72 Stunden nach stationärer Aufnahme aufgetreten sind.81 Die Länge der 

stationären Therapie bei Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie ist nicht nur mit 

höheren Kosten für das Gesundheitssystem assoziiert, sondern vor allem mit den 

zugrundeliegenden Komorbiditäten der Patienten. Ebenso ist die Zahl der erneuten Aufnahme 
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mit der vorherigen verlängerten stationären Behandlung (je nach Patientenrisiko fünf bzw. 

sieben Tage) assoziiert.81 Es gibt einige Arbeiten die sich mit Prädiktoren für die Dauer des 

stationären Aufenthaltes beschäftigten, darunter eine die Faktoren wie Vorerkrankungen, 

klinische Parameter und soziale Aspekte mit einschlossen. Nach unserem Wissen gibt es 

derzeit keine, die die Möglichkeit einer miRNA als Biomarker untersucht hat.82 Wir konnten 

aufweisen, dass die bei Pneumoniepatienten weniger exprimierte miRNA miR-193a-5p positiv 

mit der Länge des Klinikaufenthaltes korreliert (𝑟𝑠=0,789, p=0,002), welche in der 

Regressionsanalyse bestätigt wurde (p<0,05). Bei der weiteren Untersuchung als möglicher 

Biomarker ergab die ROC-Analyse, wahrscheinlich aufgrund unserer Datengröße, keine 

verwertbaren Ergebnisse. Oritz-Quintero et al. veröffentlichten 2020 eine Arbeit, in der sie 

einen Zusammenhang zwischen der miR-193a-5p und intestinalen Lungenabnormalitäten 

(ILA) bei asymptomatischen Patienten gezeigt haben. Diese asymptomatischen Personen          

≥ 60 Jahre, zeigten Auffälligkeiten in der Bildgebung, wie beispielsweise Verdichtungen in der 

hochauflösenden Computertomographie (HRCT). Die miR-193a-5p war bei ILA signifikant 

höher exprimiert und konnte in einer ROC-Analyse zwischen ILA-Personen und einer 

Kontrollgruppe unterscheiden (AUC=0,75).116 Sun und Xian et al. zeigten, dass die miR-193a-

5p in extrazellulären Vesikeln einer bronchoalveolären Lavage bei beatmeten 

Pneumoniepatienten gegenüber beatmeten Nicht-Pneunomiepatienten erhöht war. Allerdings 

konnten sie keinen Unterschied im Expressionsniveau aus extrazellulären Vesikeln des 

Blutplasmas feststellen.117 In weiteren großen multi-zentrischen Studien sollte die miR-193a-

5p als möglicher Biomarker für die Pneumonie validiert werden. 

Die in unserer Arbeit am unterschiedlichsten exprimierten miRNAs bei Pneumonie gegenüber 

den gesunden Probanden waren die miR-432-5p und die miR-582-3p. Bei Pneumonie und 

auch bei Sepsis bzw. septischer Schock war die miR-432-5p vermehrt exprimiert im Vergleich 

zu gesunden Probanden (Pneumonie log2FC 1,58, Sepsis log2FC 2,09 und septischer Schock 

log2FC 2,30). In der Literatur findet man unter anderem eine Arbeit die zeigt, dass die miR-

432-5p die virale Replikation und Infektion auf Genebene beeinflussen kann und somit einen 

protektiven Effekt hat.118 Martucci und Arcadipane et al. beschreiben, dass die miR-432-5p im 

Verlauf einer ECMO-Therapie bei ARDS Patienten im Vergleich zu Beginn der Therapie nach 

14 Tagen signifikant runterreguliert wird. Diese miRNA beeinflusst Gene, die für die 

Zellproliferation, das Immunsystem und die Blutgerinnung eine Rolle spielen. Außerdem 

könnte sie als Biomarker dienen, um Patienten mit längerem bzw. kürzerem ECMO-Bedarf zu 

identifizieren.119 Da Maués und Moreira-Nunes et al. haben gezeigt, dass die miR-432-5p bei 

im Labor gelagerten Thrombozytenkonzentraten an den Tagen 2-7 im Vergleich zum ersten 

Tag vermehrt exprimiert wird. Sie könnte somit eine Funktion bei der Aufrechterhaltung der 

Thrombozytenintegrität haben.120 Wir konnten keinen signifikanten Zusammenhang mit der 
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miR-432-5p und klinischen Parametern zeigen, jedoch stieg bei uns die Expression der miRNA 

je schwerer die Erkrankung war (gemessen anhand des log2FC, s. oben). 

Die miR-582-3p war bei Patienten mit Pneumonie, Sepsis und septischer Schock im Vergleich 

zu gesunden Probanden vermindert exprimiert (Pneumonie log2FC -2,20, Sepsis log2FC -

1,32 und septischer Schock -1,39). Je schwerer die Erkrankung, desto weniger zeigte sich hier 

der Expressionsunterschied. Bei Pneumoniepatienten korrelierte das Expressionsniveau 

negativ mit dem Hämoglobinwert (Hb) an Tag 0 (je niedriger die miR-582-3p, desto höher der 

Hb-Wert). Mit der partiellen Thromboplastinzeit (pTT), als Surrogatparameter für die 

intrinsische Gerinnung121, korrelierte die miRNA positiv (je höher die miR-582-3p exprimiert 

wird, desto höher die pTT). Eine verlängerte pTT kann für eine gestörte Blutgerinnung 

sprechen, wird allerdings auch durch eine Therapie mit Heparin beeinflusst.122 Eine Arbeit zeigt 

eine vermehrte Expression von der miR-582 bei Patienten mit einen tiefen Venenthrombose 

gegenüber gesunden Probanden.123 Betrachtet man dieses Ergebnis und unsere Korrelation 

mit der partiellen Thromboplastinzeit, scheint diese miRNA durchaus eine Rolle in der 

Gerinnungskaskade zu haben. Li et al. haben gezeigt, dass die miR-582-3p bei 

Leukämiepatienten weniger exprimiert wird und dass sie einen tumorsupprimierenden Effekt 

durch Hemmung der Zellproliferation haben kann.124 

Es gibt einen grundliegenden Aspekt, den wir in unserer Studie nicht näher untersucht haben, 

nämlich die Komorbiditäten der Pneumoniepatienten. Aufgrund der begrenzten 

Patientenkohorte (n=12) und nur wenigen die an mehreren Komorbiditäten litten, ist die 

Übertragbarkeit dieser Studie auf die Gesamtbevölkerung limitiert, gerade weil wir nicht den 

klinischen Verlauf dieser Patienten beobachtet haben. Denn Indikatoren für einen ungünstigen 

Verlauf sind Vorerkrankungen und deren Verschlechterung in Zusammenhang mit der 

Pneumonie (z. B. chronische pulmonale oder kardiale Erkrankungen). Es geht sogar so weit, 

dass einer der Hauptgründe für eine verlängerte stationäre Therapie bei einer 

Pneumonieerkrankung, die Instabilität von zugrundeliegenden Vorerkrankungen ist.81 

 

Ausgewählte miRNAs in der Literatur 

Andere Studiengruppen haben die Rolle verschiedener miRNA-Familien in Zusammenhang 

mit Erkrankungen untersucht.  Tabelle 22 ist ein Ausschnitt einiger ausgewählter miRNAs und 

deren Forschungsergebnisse.  
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miRNA 

(Expression in unserer 

Arbeit gegenüber 

gesunden Probanden) 

In der Literatur: ↑ Expression In der Literatur: ↓ Expression 

miR-432-5p (↑) 

Interaktion mit Sars-CoV-2 Genen bei einer Infektion (u.a. Beeinflussung der viralen Replikation, Infektion und 

Fortbewegung) und Interaktion mit Genen in der Wirtlunge118 

- Vermehrte Expression bei gelagerten 

Thrombozytenkonzentraten an Tag 2-7 ggü.Tag 

1120  

- Signifikante Runterregulation nach 14 Tagen ECMO-

Therapie bei ARDS-Patienten im Vergleich zu vor der 

ECMO-Therapie. Möglicher Biomarker, um Patienten 

mit einem längeren bzw. kürzerem ECMO-Bedarf zu 

identifizieren.119 

miR-215-5p (↑) 

- Osteosarkom (c)125 

- Bei Leberzirrhose im Vergleich zu leichter bis 

moderater Leberfibrose bei Hepatitis C 

Patienten (c) 126  

- LPS-induzierte Sepsis in Herzmuskelzellen von 

Ratten (H9c2)127  

- Bei Patienten mit Akromegalie ggü. Gesunden (c) 128  

miR-127-3p (↑) 
- Adenovirus-Pneumonie bei Kindern im Alter 

zwischen 1-3 Jahren (c)111 

- Humanes T-lymphotropes Virus 1 (c miR-127)129 

- Influenza-Pneumonie (Tierversuche)112 

miR-4732-5p (↑) 

- In Exosomen aus Makrophagen nach in-vitro 

Infektion mit Mycobacterium bovis (Bacillus 

Calmette-Guerin) *130 

 

miR-27a (↓) - Akute Lungenembolie123 
- In bronchialen Epithelzellen bei Patienten mit 

Asthma131  

miR-145-3p (↓) - Akuter Myokardinfarkt (c)132 

- In-vitro bei Lungenepithelzellen 72h nach SARS-Cov2-

Infektion133  

- In Exosomen bei Sepsispatienten gegenüber 

Gesunden (c) *134 

- In Lungengewebe von sepsis-induzierter 

Lungenschädigung bei septischen Mäusen*134  

- Bei Ratten mit venöser Thrombose* 135  

miR-320d (↓) 

- Experimentell in Endothelzellen nach 

Stimulation mit den Zytokinen IL-1β, IL-γ und 

TNFα136  

 

miR-193a-5p (↓) 

- Hypertrophe Kardiomyopathie137 

- Intestinale Lungenabnormalitäten bei 

asymptomatischen Personen (c)116 

- Humanes T-lymphotropes Virus 1 (c)129 

- Lungenkarzinommetastasen137 

miR-193b-5p (↓) 

- Lungenkarzinom(miR-193b)137 

- Pneumonie (c) * 114 

- Erhöhte Expression bei verstorbenen 

Sepsispatienten gegenüber Überlebenden (c) 

*115 

- In EVs aus bronchoalveolärer Lavage von 

beatmeten Pneumoniepatienten117 

- Mammakarzinom (miR-193b)137 

- Ovarialkarzinom (miR-193b)137 

miR-582-3p (↓) 
- Kolonkarzinom124 

- Tiefe Venenthrombose (miR-582)123 

- Leukämie, vor allem Akut myeloische Leukämie124 

- Lungenkarzinom124  

Tabelle 22. Auswahl einiger signifikant regulierten miRNAs in unserer Pneumoniekohorte in der 

Literatur. (c) zirkulierende miRNAs, ↑: vermehrt exprimiert/hochreguliert, ↓: weniger exprimiert/runterreguliert, 

*hier keine Differenzierung zwischen -3p und -5p vorgenommen. Abk.: LPS: Lipopolysaccharid. Anm.: Diese 

Tabelle erhebt keinen Anspruch auf Vollständigkeit.   
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Sepsis und die miRNA 

Die Sepsis ist eine relevante Erkrankung. Eine Metaanalyse von Studien der Jahre 1979 bis 

2015 aus 27 Ländern mit hohen Einkommen, schätzte die Inzidenz der stationär behandelten 

Patienten mit einer Sepsis auf 288 pro 100 000 Personenjahre und die der schweren Sepsis, 

auch wenn hier die Definitionen und Einschlusskriterien sehr variabel sind, auf 148 pro 100 

000 Personenjahre. Trotz Abwärtstrend der Letalität in den letzten Jahren, liegt diese bei der 

Sepsis schätzungsweise immer noch bei 17% und die der schweren Sepsis bei 26%. In dieser 

Metaanalyse wird die Sepsis nach verschiedenen Klassifikationssystemen definiert (u.a. nach 

der American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine consensus criteria 

oder ICD-Kodierung). Nimmt man diese Zahlen und überträgt sie auf die Weltbevölkerung, so 

kommt man auf jährliche Zahlen von 31,5 Millionen Sepsis- und 19,4 Millionen schwere 

Sepsispatienten mit etwa 5,3 Millionen Todesfällen.138 Das Forschungsfeld der 

Sepsisdiagnostik ist breit und es werden nicht nur klinische Scores, sondern auch viele 

verschiedene Biomarker untersucht. Beispielsweise Glykoproteine, Entzündungsparameter 

wie das Calprotectin, die intestinale Flora, aber auch RNAs wie die miRNA oder langkettige 

nicht-kodierende RNA (engl. lncRNA).139  

Tabelle 23 gibt einen Überblick über die signifikant verändert exprimierten miRNAs in unserer 

Sepsisgruppe bzw. Patienten mit septischen Schock gegenüber Pneumoniepatienten. In der 

Tabelle findet sich auch eine Übersicht über die signifikanten Korrelationen zu klinischen 

Parametern. Es wurde ein Versuch der Interpretation unternommen, welche jedoch in weiteren 

Studien eingehend untersucht werden muss. 
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Tabelle 23. Fortsetzung nächste Seite 

miRNA  

(Expression bei Sepsis- 

gegenüber 

Pneumoniepatienten) 

Signifikante Korrelation zu 

Variablen 
Schlussfolgerung Interpretation 

Signifikanz in der 

Regressionsanalyse 

miR-1228-5p (↑) 

Negative Korrelation zum SAPS-

II Score an Tag 0 

Je höher die Expression, desto geringer der Sepsis 

Score 

möglicherweise protektiv zu Beginn der 

Erkrankung 

nicht signifikant 

Positive Korrelation zur Dauer 

des Klinikaufenthaltes 

Je höher die Expression, desto länger der 

Klinikaufenthalt 

Hinweis auf einen komplizierten Verlauf nicht signifikant 

Negative Korrelation zum PCT 

an Tag 0 

Je höher die Expression, desto geringer der PCT-Wert möglicherweise protektiv zu Beginn der 

Erkrankung 

nicht signifikant 

Negative Korrelation zum CRP 

an Tag 0 

Je höher die Expression, desto geringer der CRP-

Wert/Entzündungsreaktion 

möglicherweise protektiv zu Beginn der 

Erkrankung 

nicht signifikant 

Negative Korrelation zum 

Harnstoff an Tag 0 

Je höher die Expression, desto geringer die 

Nierenschädigung 

möglicherweise protektiv zu Beginn der 

Erkrankung 

signifikant 

miR-4433-b-3p (↑) 
Negative Korrelation zu PCT an 

Tag 0 

Je höher die Expression, desto geringer der PCT-Wert möglicherweise protektiv zu Beginn der 

Erkrankung 

nicht signifikant 

miR-4446-3p (↑) 

Positive Korrelation zu 

kombinierten Sepsis-Scores 

Je höher die Expression, desto höher die Sepsis-Scores Hinweis auf eine schwere Sepsis nicht signifikant, 

ROC-Analyse 

durchgeführt 

miR-370-3p (↑) 

Negative Korrelation zum 

Kreatinin-Wert an Tag 0 

Je höher die Expression, desto niedriger ist der 

Kreatinin-Wert 

Hinweis auf weniger Nierenschädigung an Tag 0 nicht signifikant 

miR-let7e-5p (↑) 

Korrelation zum Auftreten 

einer akuten 

Nierenschädigung (AKI) 

Je höher die Expression, desto weniger 

wahrscheinlich ist eine AKI. Vorhersage einer AKI 

durch 27,9% des miRNA- Expressionsniveau 

möglich 

Möglicherweise Nutzung als Screening-

Parameter für Nierenschädigung 

Signifikant bei negativ 

gerichteter Korrelation, 

ROC-Analyse 

durchgeführt 

Korrelation zum Bedarf einer 

Nierenersatztherapie 

Vorhersage des Bedarfs einer Nierenersatztherapie 

durch 24% des miRNA- Expressionsniveau möglich 

Möglicherweise Nutzung als Screening-Parameter 

für Dialysepflichtigkeit 

 

nicht signifikant 
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Tabelle 23. Fortsetzung nächste Seite 

miRNA  

(Expression bei Sepsis- 

gegenüber 

Pneumoniepatienten) 

Signifikante Korrelation zu 

Variablen 
Schlussfolgerung Interpretation 

Signifikanz in der 

Regressionsanalyse 

miR-150-3p (↑) 

Positive Korrelation zum 

APACHE-II Score an Tag 0 

Je höher die Expression, desto höher der APACHE-II 

Score 
Hinweis auf eine schwere Sepsis nicht signifikant 

Positive Korrelation zu den 

kombinierten Sepsis-Scores 
Je höher die Expression, desto höher die Sepsis-Scores Hinweis auf eine schwere Sepsis 

nicht signifikant, ROC-

Analyse durchgeführt 

Positive Korrelation zur Dauer 

des Intensivaufenthaltes 

Je höher die Expression, desto länger der 

Intensivaufenthalt 

Hinweis auf eine schwere Sepsis/ schweren 

Verlauf 
signifikant 

Negative Korrelation zum PCT-

Wert an Tag 0 
Je höher die Expression, desto geringer der PCT-Wert 

möglicherweise protektiv zu Beginn der 

Erkrankung 
nicht signifikant 

miR-378a-3p (↓) 

Positive Korrelation zum 

maximalen Laktatwert 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Laktatwert 
Möglicherweise protektiv signifikant 

Korrelation zum Bedarf einer 

Nierenersatztherapie 

Vorhersage des Bedarfs einer Nierenersatztherapie 

durch 14,4% des miRNA- Expressionsniveau möglich 

Möglicherweise Nutzung als Screening-Parameter 

für Dialysepflichtigkeit 
nicht signifikant 

miR-93-5p (↓) 

 

Negative Korrelation zur Dauer 

des Intensivaufenthaltes 

Je niedriger die Expression, desto länger der 

Intensivaufenthalt 

Möglicherweise Nutzung zur Abschätzung eines 

schweren/komplizierten Verlaufs, möglicherweise 

Hemmung der Expression bei schwerer Sepsis 

nicht signifikant 

Negative Korrelation zur Dauer 

des Klinikaufenthaltes 

Je niedriger die Expression, desto länger der 

Klinikaufenthalt 

Negative Korrelation zur Dauer 

der Beatmung 

Je niedriger die Expression, desto länger die 

Beatmungsdauer 

Korrelation zum Versterben 

während der Studie 

Vorhersage des Versterbens durch 16,2% des miRNA- 

Expressionsniveau möglich 

miR-92a-3p (↓) 

Negative Korrelation zur Dauer 

des Intensivaufenthaltes 

Je niedriger die Expression, desto länger der 

Intensivaufenthalt 

 

 

Möglicherweise Nutzung zur Abschätzung eines 

schweren/komplizierten Verlaufs, möglicherweise 

Hemmung der Expression bei schwerer Sepsis 

 

 

nicht signifikant 

Negative Korrelation zur Dauer 

der Beatmung 

Je niedriger die Expression, desto länger die 

Beatmungsdauer 
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Tabelle 23. Fortsetzung nächste Seite 

miRNA  

(Expression bei Sepsis- 

gegenüber 

Pneumoniepatienten) 

Signifikante Korrelation zu 

Variablen 
Schlussfolgerung Interpretation 

Signifikanz in der 

Regressionsanalyse 

miR-378i (↓) 

Positive Korrelation zum 

maximalen Laktatwert 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Laktatwert 

Möglicherweise protektiv nicht signifikant 

Korrelation zum Bedarf einer 

Nierenersatztherapie 

Vorhersage des Bedarfs einer Nierenersatztherapie 

durch 18,7% des miRNA- Expressionsniveau möglich 

Möglicherweise Nutzung als Screening-Parameter 

für Dialysepflichtigkeit 

nicht signifikant 

miR-660-5p (↓) 

Negative Korrelation zum 

Hämoglobinwert 

Je niedriger die Expression, desto höher der 

Hämoglobinwert 

Hinweis für einen besseren Verlauf/ weniger 

Transfusionsbedarf 

nicht signifikant 

Positive Korrelation zum 

Katecholaminbedarf 

Je niedriger die Expression, desto weniger der 

Katecholaminbedarf 

Möglicherweise protektiv/ Hinweis für einen 

besseren Verlauf 

signifikant 

Positive Korrelation zum 

Kreatinin-Wert an Tag 0 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Kreatinin-Wert an Tag 0 

Hinweis auf weniger Nierenschädigung an Tag 

0 

signifikant 

Korrelation zum Bedarf einer 

Nierenersatztherapie 

Vorhersage des Bedarfs einer Nierenersatztherapie 

durch 16,7% des miRNA- Expressionsniveau möglich 

Möglicherweise Nutzung als Screening-Parameter 

für Dialysepflichtigkeit 

nicht signifikant 

miR-501-3p (↓) 

 

Negative Korrelation zur 

Thrombozytenzahl 

Je niedriger die Expression, desto höher die 

Thrombozytenzahl 

Möglicherweise protektiv/ Hinweis für einen 

besseren Verlauf (niedrige Thrombozytenzahl 

bei schwerer Sepsis/Organversagen) 

signifikant 

Positive Korrelation zum 

Katecholaminbedarf 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Katecholaminbedarf 

Möglicherweise protektiv/ Hinweis für einen 

besseren Verlauf 

nicht signifikant 

Korrelation zum Auftreten einer 

akuten Nierenschädigung (AKI) 

Je höher die Expression, desto weniger wahrscheinlich 

ist eine AKI. Vorhersage einer AKI durch 17,7% des 

miRNA- Expressionsniveau möglich 

Möglicherweise Nutzung als Screening-Parameter 

für Nierenschädigung 

nicht signifikant 

Korrelation zum Bedarf einer 

Nierenersatztherapie 

Vorhersage des Bedarfs einer Nierenersatztherapie 

durch 30,1% des miRNA- Expressionsniveau möglich 

 

Möglicherweise Nutzung als Screening-Parameter 

für Dialysepflichtigkeit 

nicht signifikant 

miR-342-3p 

 

Negative Korrelation zur Dauer 

des Klinikaufenthaltes 

Je niedriger die Expression, desto länger der 

Klinikaufenthalt 

Möglicherweise Nutzung zur Abschätzung eines 

schweren/komplizierten Verlaufs, möglicherweise 

Hemmung der Expression bei schwerer Sepsis 

nicht signifikant 
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Tabelle 23. Fortsetzung nächste Seite 

miRNA  

(Expression bei Sepsis- 

gegenüber 

Pneumoniepatienten) 

Signifikante Korrelation zu 

Variablen 
Schlussfolgerung Interpretation 

Signifikanz in der 

Regressionsanalyse 

miR-18a-3p 

 

Negative Korrelation zur Dauer 

der Beatmung 

Je niedriger die Expression, desto länger die 

Beatmungsdauer 

Möglicherweise Nutzung zur Abschätzung eines 

schweren/komplizierten Verlaufs, möglicherweise 

Hemmung der Expression bei schwerer Sepsis 

nicht signifikant 

Positive Korrelation zum 

Hämoglobinwert 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Hämoglobinwert 

Hinweis für einen schlechteren Verlauf/ mehr 

Transfusionsbedarf 
nicht signifikant 

miR-192-5p 

Negative Korrelation zu den 

kombinierten Sepsis-Scores 

Je niedriger die Expression, desto höher die 

kombinierten Sepsis- Scores 
Hinweis auf eine schwere Sepsis nicht signifikant 

Negative Korrelation zur 

Leukozytenzahl an Tag 0 
Je niedriger der Score, desto höher die Leukozytenzahl 

Hinweis auf eine schwere Sepsis / erhöhte 

Entzündungsreaktion 
nicht signifikant 

miR-511-5p 

 

Negative Korrelation zum 

Hämoglobinwert 

Je niedriger die Expression, desto höher der 

Hämoglobinwert 

Hinweis für einen besseren Verlauf/ weniger 

Transfusionsbedarf 
nicht signifikant 

Positive Korrelation zum 

maximalen Laktatwert 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Laktatwert 
Möglicherweise protektiv nicht signifikant 

 

Korrelation zum Bedarf einer 

Nierenersatztherapie 

 

Vorhersage des Bedarfs einer Nierenersatztherapie 

durch 17,5% des miRNA- Expressionsniveau möglich 

 

Möglicherweise Nutzung als Screening-Parameter 

für Dialysepflichtigkeit 

 

nicht signifikant 

miR-200b-3p 

 

 

 

 

Korrelation zum Bedarf einer 

Nierenersatztherapie 

 

Vorhersage des Bedarfs einer Nierenersatztherapie 

durch 18,2 % des miRNA- Expressionsniveau möglich 

 

 

 

 

 

Möglicherweise Nutzung als Screening-Parameter 

für Dialysepflichtigkeit 

 

 

 

 

nicht signifikant 

Tabelle 23. Fortsetzung nächste Seite 
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Tabelle 23. Fortsetzung nächste Seite 

miRNA  

(Expression bei Sepsis- 

gegenüber 

Pneumoniepatienten) 

Signifikante Korrelation zu 

Variablen 
Schlussfolgerung Interpretation 

Signifikanz in der 

Regressionsanalyse 

miR-200c-3p 

Negative Korrelation zur 

Thrombozytenzahl 

Je niedriger die Expression, desto höher die 

Thrombozytenzahl 

Möglicherweise protektiv/ Hinweis für einen 

besseren Verlauf (niedrige Thrombozytenzahl bei 

schwerer Sepsis/Organversagen) 

nicht signifikant 

Positive Korrelation zur 

aktivierten partielle 

Thromboplastinzeit (aPTT) 

Je niedriger die Expression, desto geringer die aPTT 
Hinweis für einen besseren Verlauf/ weniger 

Blutungsgefahr 
nicht signifikant 

Korrelation zum Bedarf einer 

Nierenersatztherapie 

Vorhersage des Bedarfs einer Nierenersatztherapie 

durch 18,2 % des miRNA- Expressionsniveau möglich 

Möglicherweise Nutzung als Screening-Parameter 

für Dialysepflichtigkeit 
nicht signifikant 

miR-500a-3p 

Positive Korrelation zum 

maximalen Laktatwert 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Laktatwert 
Möglicherweise protektiv nicht signifikant 

Positive Korrelation zum 

Katecholaminbedarf 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Katecholaminbedarf 

Möglicherweise protektiv/ Hinweis für einen 

besseren Verlauf 
nicht signifikant 

 

Korrelation zum Bedarf einer 

Nierenersatztherapie 

 

Vorhersage des Bedarfs einer Nierenersatztherapie 

durch 30,9 % des miRNA- Expressionsniveau 

möglich 

 

Möglicherweise Nutzung als Screening-

Parameter für Dialysepflichtigkeit 

 

signifikant, ROC-

Analyse durchgeführt 

 

 

 

miR-1-3p 

 

Positive Korrelation zum PCT-

Wert an Tag 0 

Je niedriger die Expression, desto geringer der PCT-

Wert an Tag 0 

möglicherweise protektiv zu Beginn der 

Erkrankung 
signifikant 

Positive Korrelation zum 

Interleukon-6 (IL-6) Wert an 

Tag 0 

Je niedriger die Expression, desto geringer der IL-6 

Wert an Tag 0 

möglicherweise protektiv zu Beginn der 

Erkrankung 
signifikant 

Positive Korrelation zum 

Katecholaminbedarf 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Katecholaminbedarf 

 

Möglicherweise protektiv/ Hinweis für einen 

besseren Verlauf 
nicht signifikant 
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miRNA  

(Expression bei Sepsis- 

gegenüber 

Pneumoniepatienten) 

Signifikante Korrelation zu 

Variablen 
Schlussfolgerung Interpretation 

Signifikanz in der 

Regressionsanalyse 

miR-95-3p 
Positive Korrelation zum 

Katecholaminbedarf 

Je niedriger die Expression, desto niedriger der 

Katecholaminbedarf 

Möglicherweise protektiv/ Hinweis für einen 

besseren Verlauf 
nicht signifikant 

miR-1246 
Positive Korrelation zur Dauer 

des Intensivaufenthaltes 

Je niedriger die Expression, desto kürzer der 

Intensivaufenthalt 

Möglicherweise protektiv/ Hinweis für einen 

besseren Verlauf 
nicht signifikant 

Tabelle 23. Auszug bei Sepsis veränderter miRNAs gegenüber Pneumoniepatienten mit Interpretation.  Hier ist nur ein Auszug der in unserer 

Arbeit signifikant veränderten exprimierten miRNAs zwischen Sepsis- und Pneumoniepatienten. Die Interpretation beruht lediglich auf Schlussfolgerungen und 

muss in weiteren Studien bestätigt werden. Die genauen Ergebnisse der Berechnungen der Korrelation können in Tabelle 14-Tabelle 18 und die der 

Regressionsanalyse in Tabelle 19 und Tabelle 20 nachgesehen werden. Die ROC-Analysen sind in Abbildung 25 bis Abbildung 27 nachzusehen. Abk.: CRP: C-

reaktives Protein, PCT: Procalcitonin, *Kombinierte Sepsis-Scores: Patienten die gleichzeitig einen SOFA-Score ≥ 10 Punkten, einen APACHE II ≥ 20 und einen 

MODS ≥ 9 Punkten aufwiesen. Von den 28 Sepsispatienten erfüllten 12 diese Kriterien. 
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Patientenkohorte und klinischer Verlauf 

Im Vergleich zu anderen Studien, die sich ebenfalls mit dem Thema der microRNAs bei Sepsis 

befasst haben, war unsere Sepsiskohorte älter (65,11 ± 13,38 Jahre) vs. z.B. von Zhao und Li 

et al. (56,9 ± 10,3 Jahre)140 bzw. Zhang und Jia et al. (63,72±19,83 Jahre)13. Bezogen auf die 

Krankheitsschwere hatte unsere Kohorte höhere Sepsis-Scores (maximaler SOFA-Score 

11,63 ± 3,27 Punkte und APACHE-II Score an Tag 0 23,85 ± 10,78 Punkte) vs. Zhao und Li 

et.al. mit einem SOFA-Score von 7,3 ± 3,2 Punkte und APACHE-II Score von 16,3 ± 6,3 Punkte 

140 bzw. Zhang und Li et al. mit einem SOFA-Score von  6,47 ± 3,11 Punkten.44. Unsere 

Mortalitätsrate mit 21,4% lag dabei innerhalb der von Fleischmann, Scherag, und Adhikari et 

al. berichteten globalen Mortalitätsrate.138 Ein Erklärungsansatz ist die Rekrutierung der 

Patienten vor allem aus dem Universitätsklinikum Großhadern, der als Maximalversorger 

häufig Einweisungen aus kleineren Häusern der Umgebung aufnimmt. So werden auf diesen 

Intensivstationen schwer erkrankte Patienten behandelt, die in anderen Krankenhäusern 

möglicherweise bereits austherapiert wurden, was sicherlich mit einem Selektions-Bias 

verbunden ist.  

Patienten mit einer schweren Sepsis oder einem septischen Schock haben laut einer Studie 

eine mittlere Intensivstation-Verweildauer von 11 Tagen und einen gesamten 

Krankenhausaufenthalt von 24 Tagen.15 Unsere 28 Patienten mit Sepsis kommen auf ähnliche 

ITS-Aufenthalten, mit einer medianen ITS-Verweildauer von 13 (9-34) Tagen und einem etwas 

längeren medianen Gesamtaufenthalt im Krankenhaus von 30 (20-44) Tagen. Mit der Dauer 

des ITS-Aufenthaltes korrelierten die vermehrt exprimierte miR-150-3p (positive Korrelation) 

und die weniger exprimierte miR-92a-3p und miR-93-5p (jeweils negative Korrelation) und 

miR-1246 (positive Korrelation). Die miRNAs miR-92a-3p, miR-93-5p und miR-150-3p könnte 

man ggfs. zur Identifizierung für einen schweren septischen Verlauf heranziehen, während 

man der miR-1246 eher einen protektiven Effekt zusprechen könnte. Die Regressionsanalyse 

bestätigte den Zusammenhang lediglich für die miR-150-3p (p = 0,002).  

Vasilescu und Rossi et al. haben bereits 2009 einen Zusammenhang zwischen einer Sepsis 

und dem miR-150-Expressionsmuster aufweisen können. Beim Vergleich der 

Expressionsstärke im Plasma zwischen Sepsispatienten und gesunden Vergleichsprobanden 

konnten sie zeigen, dass die miR-150 weniger exprimiert wird.141 In unserer Arbeit war die 

miR-150-3p bei Sepsispatienten bzw. Patienten mit septischen Schock im Vergleich zu 

Pneumoniepatienten vermehrt exprimiert (log2FC 1,04 bzw. 1,19). Beim Vergleich Sepsis bzw. 

septischer Schock und gesunden Probanden ist kein Expressionsunterschied gemessen 

worden. In der Arbeit von Vasilescu und Rossi et al.  korrelierte die miR-150 mit dem SOFA-

Score der Sepsispatienten, was wir jedoch nicht bestätigten konnten (𝑟𝑠=0,106, p=0,608). 

Auch zeigten sie eine Korrelation zwischen der miRNA und den pro-inflammatorischen 
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Zytokinen IL-10 und -18. In unseren Auswertungen konnten wir keine Korrelation zwischen der 

miR-150-3p und dem ebenfalls pro-inflammatorischen Zytokin IL-6 zeigen. Interessant in 

diesem Zusammenhang ist weniger die Funktion der miR-150 als diagnostisches Tool, 

sondern viel mehr zur Einschätzung der Prognose eines Sepsispatienten. Roderburg et al. 

konnten keinen signifikanten Unterschied des miR-150-Expressionsniveaus zwischen 

Sepsispatienten und nicht-Sepsispatienten nachweisen, zeigten jedoch Korrelationen 

zwischen der miRNA und Nierenfunktionsparametern wie dem Kreatinin und Harnstoff. 

Außerdem zeigten sie, dass Patienten mit einer niedrigeren miR-150 Expression ein 

schlechteres klinisches Outcome im Verlauf hatten. Hier sei jedoch erwähnt, dass sie 

Sepsispatienten als solche mit schwerer Sepsis oder septischen Schock definierten und nicht-

Sepsispatienten waren Intensivpatienten, die diese Kriterien nicht erfüllten.142 Die Korrelation 

mit Nierenfunktionsparameter konnten wir in unserer (kleineren) Kohorte nicht bestätigen und 

wir hatten, entgegen Roderburg et al., in unserer Kohorte eine signifikante Korrelation 

zwischen der miR-150-3p und dem APACHE II-Score (𝑟𝑠=0,390, p=0,044), welche jedoch in 

der Regressionsanalyse nicht bestätigt wurde (p=0,282). Den Mangel an einer signifikanten 

Korrelation zwischen der miR-150 und Entzündungsparametern, wie durch Roderburg et al. 

gezeigt, konnten wir bestätigen. Interessant ist, dass wir den Nutzen der miR-150-3p als 

prognostisches Mittel bei Sepsis unterstreichen konnten, indem wir eine signifikante ROC-

Analyse mit kombinierten klinischen Sepsis-Scores ermitteln konnten (AUC= 0,740, 

p = 0,033). Die miR-150 wurde auch in anderen Themenbereichen untersucht, so zeigte eine 

Studie mit Mäusen die eine venöse Thrombose hatten, dass durch die Überexpression der 

miR-150 die Auflösung des Thrombus sowie die Angiogenese beeinflusst werden konnte.123  

Die bei Sepsis gegenüber Pneumonie weniger exprimierte miR-93-5p (log2FC -1,10) und miR-

92a-3p (-1,11) korrelierte nicht nur negativ mit der Dauer des Intensivaufenthaltes, sondern 

auch mit der Dauer der Beatmung. Die miR-93-5p war in der Untergruppe der Patienten mit 

septischen Schock gegenüber Pneumoniepatienten ebenfalls vermindert exprimiert (log2FC -

1,02). Die Korrelation konnte jedoch nicht in der Regressionsanalyse bestätigt werden. 

Gleichfalls konnten keine der miRNAs eine verlängerte Beatmungsdauer von ≥ 48 Stunden 

prognostizieren. In weiteren größeren Studien sollten diese Ergebnisse überprüft werden, da 

es für den Verlauf eines Patienten von Vorteil wäre, wenn man eine verlängerte 

Beatmungsdauer vorhersagen könnte. Dann könnten prophylaktische Maßnahmen für dessen 

Komplikationen, wie eine erhöhte 1-Jahres-Mortalität und funktionellen Einschränkungen im 

Verlauf, frühzeitig eingeleitet werden.83 Mehr als die Hälfte der Sepsispatienten entwickelt eine 

akute Lungenschädigung (acute lung injury, ALI), welche durch eine überschießende 

intrapulmonale inflammatorische Reaktion auf einen Auslöser gekennzeichnet ist. Diese führt 

zu einem schweren Verlauf mit erhöhter Mortaliät.134, 143 Zusammenfassend zeigen beide 

miRNAs bei verminderter Expression im Rahmen einer Sepsis, einen eher schwereren Verlauf 
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(u.a. verlängerter Intensivaufenthalt, verlängerte Beatmungsdauer, verlängerter 

Klinikaufenthalt (nur miR-93-5p) und Korrelation zum Versterben. Angesichts der Sterberate 

konnten wir zunächst eine Korrelation mit der vermindert exprimierten miR-93-5p zeigen (Eta-

Korrelationskoeffizient = 0,403, p = 0,034), welche sich in der Regressionsanalyse jedoch 

nicht bestätigen ließ. Ergänzend zeigte auch die ROC-Analyse kein signifikantes Ergebnis 

(AUC = 0,750, p = 0,065, 95%-KI 0,563 – 0,937). In der Literatur gibt es Arbeitsgruppen die 

sowohl eine verminderte als auch erhöhte Expression der miR-93-5p bei Sepsis nachgewiesen 

haben.144, 145  Die Ergebnisse werden jedoch sicherlich von Zeitpunkt der Bestimmung, der 

Probe (u.a. frei zirkulierende oder Zell-miRNA), sowie möglicherweise bereits begonnene 

Therapien beeinflusst. So wurden bei unseren Patienten die Blutentnahmen unter anderem ab 

dem ersten Tag der Diagnose durchgeführt, wobei bereits z.B. antibiotische oder steroid-

basierte Therapien begonnen wurden. Liu und Peng et al. haben in einer in-vitro ausgelösten 

akuten Lungenschädigung (ALI) in Rattenzellen gezeigt, dass die Expression der miR-92a-3p 

in alveolaren Epithelzellen vermindert ist, während die freigesetzten Exosomen eine vermehrte 

Expression zeigten. Zusätzlich konnten sie bestätigen, dass die miR-92a-3p eine wichtige 

Funktion bei der Entstehung der Lungenschädigung hat.143 Eine andere Studie hat gezeigt, 

dass die miR-92a-3p und miR-93-5p bei Patienten mit einer neu diagnostizierten primären 

Immunthrombozytopenie (≤ 3 Monaten) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe in beiden Fällen 

eine vermehrte Expression gezeigt haben. Beide haben unter anderem das CD69 als Zielgen, 

welches mit Autoimmunerkrankungen assoziiert wurde.146   

Die antiinfektive Therapie ist einer der Hauptbestandteile der Sepsistherapie, weswegen ein 

frühzeitiger und kalkulierter Beginn auch in der ersten Stunden nach Vorstellung des Patienten 

eingeleitet werden sollte.26 Leider zeigten keine der signifikant regulierten miRNAs bei 

Sepsispatienten eine Korrelation mit der Dauer der Antibiotikatherapie und es konnte auch 

kein Nutzen der miRNAs als Biomarker zur Identifizierung von Patienten mit einer verlängerten 

Therapie > 10 Tage nachgewiesen werden. 

Wir untersuchten die Möglichkeit der miRNAs als Biomarker zur Einschätzung der Schwere 

der Erkrankung durch Kombination verschiedener Sepsis-Scores. Dafür untersuchten wir die 

Patienten, die gleichzeitig an Tag 0 einen SOFA-Score ≥ 10 Punkten (Sterberate 

schätzungsweise ≥ 40%)17, 147, einen APACHE II ≥ 20 (Krankenhaussterberate bei nicht 

chirurgischen Patienten von ≥ 40%)148 und einen MODS ≥ 9 Punkten (Krankenhaussterberate 

von ≥ 50%)22 aufwiesen. Hierbei zeigten wir zunächst eine signifikante positive Korrelation 

zwischen den kombinierten Sepsis-Scores und der vermehrt exprimierten miR-4446-3p 

(p = 0,049) sowie der miR-150-3p (p = 0,019) und eine negative Korrelation zu der weniger 

exprimierten miR-192-5p (p = 0,049). Für die beiden erstgenannten bedeutet dies, je höher 

die Expression, desto höher die Sepsis-Scores und für die miR-192-5p heißt es, je niedriger 

die Expression, desto höher die Scores. In der Regressionsanalyse konnte dieser 
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Zusammenhang jedoch nicht bestätigt werden. Wir haben dennoch eine Receiver Operating 

Characteristic - Analyse (ROC) durchgeführt, welche für die miR-150-3p und miR-4446-3p 

einzeln sowie in Kombination akzeptable Ergebnisse lieferte (beide miRNAs zusammen: 

AUC=0,744, 95%KI= 0,557 – 0,932, p=0,032). Hier ist vor allem interessant, dass die 

Kombination aus beiden ein besseres Ergebnis liefert, als die beiden miRNAs einzeln 

betrachtet (miR-150-3p: AUC=0,740, p=0,033 und miR-4446-3p: AUC=0,719, p=0,051). Die 

Kombination beider miRNAs kann also mit einer Sensitivität von 83,3% und einer Spezifität 

von 60% Patienten mit oben genannten kombinierten Sepsis-Scores, von solchen die die Höhe 

der Scores nicht erreichen, anhand des miRNA-Expressionsniveaus unterscheiden (Vergleich 

Abbildung 27). Fayyad-Kazan und ElDirani et al. konnten bei der Untersuchung des miRNA-

Expressionsmuster von sechs Patienten mit einer humanen T-lymphotropen Virus 1 (HTLV-1) 

– Infektion ebenfalls feststellen, dass die Kombination von vier miRNAs (miR-29c, -30c, -193a-

5p und -885-5p) bessere Ergebnisse in der ROC- bzw. AUC-Analyse lieferte, als die einzelnen 

miRNAs.129 Zhao et. al haben ebenfalls bei der Untersuchung der early-onset-Sepsis bei 

Neugeborenen (Infektion innerhalb der ersten 72 Lebensstunden) eine verbesserte AUC, 

Sensitivität und Spezifität erreichen können bei der Untersuchung eines miRNA-Panels von 3 

miRNA im Vergleich zu den einzelnen: die miRNAs miR-15a-5p, miR-223-3p und miR-16-5p 

konnten Patienten mit Sepsis mit einer AUC von 0,85 (95%-KI: 0,77 - 0,95, p < 0,001), einer 

Sensitivität von 74,6% und Spezifität von 86% identifizieren.149  Bei der Interpretation dieser 

Ergebnisse, müssen einige Aspekte bedacht werden. Zunächst sollte beachtet werden, dass 

laut Knaus et al. der APACHE II Score an Tag 0 nicht am besten geeignet ist, um die 

Mortalitätsrate zu prognostizieren.20 Des Weiteren sind bei Patienten mit Schock 

verschiedener Ätiologien sowohl der SOFA-Score als auch der MODS gering bessere 

Prädiktoren der Mortalität als der APACHE II.18 Durch die Kombination aller Scores, haben wir 

uns die Vorteile der einzelnen zu Nutze gemacht. Klinische Scores sind schnell prä- und 

innerklinisch anwendbar und leicht zu interpretieren. Je höher der Wert, desto schlechter ist 

der klinische Zustand des Patienten. Doch lassen sich diese nur bei Vorhandensein aller Werte 

bestimmen, die gerade bei Beginn einer Sepsis außerhalb von Intensivstationen nicht 

routinemäßig bestimmt werden (z. B. PaO2) und die Cut-off Werte wurden lediglich per 

Konsens beschlossen.11 Als weiteren wichtigen Punkt haben wir, wie andere Arbeitsgruppen 

auch, bei Fehlen eines Wertes mit dem Mittelwert aus dem Tag vorher und nachher gerechnet 

oder wenn dieser an nur einem der Tage bestimmt worden ist, diesen verwendet.17, 18, 75  Das 

schließt also nicht aus, dass manche Werte bzw. im Folgeschluss Scores, den tatsächlichen 

Wert über- oder unterschätzt haben. Zu beachten ist außerdem, dass in dem 1985 

veröffentlichen Paper von Knaus und Draper et al. darauf hingewiesen wird, dass für die 

Berechnung des APACHE II Scores, bzw. für den APS-Teil, die benötigten 12 Parameter vom 

Patienten tatsächlich gemessen werden müssen und es für eine ausreichende Aussagekraft 
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nicht zulässig ist, nicht gemessene Variablen durch die Annahme von Normwerten zu 

ersetzten. 20 Dies wurde beispielsweise bei der Etablierung des MODS gemacht.22  Als Letztes 

sollte hinsichtlich des MODS erwähnt werden, dass wir obwohl anders empfohlen, nicht den 

jeweiligen ersten Wert des Tages, sondern den jeweils schlechtesten Wert verwendet haben.22 

Dies erfolgte, ähnlich wie es beim APACHE-II der Fall ist, zur möglichst besseren 

Visualisierung der Schwere der Beeinträchtigung der Patienten.  

Ein möglicher klinischer Nutzen durch unsere Ergebnisse wäre, wenn bei Aufnahme von 

Patienten das miRNA-Expressionsniveau der miR-4446-3p und miR-150-3p bestimmt werden 

würde und so eine Einschätzung der Schwere der Erkrankung möglich sei. Bei einer 

vermehrten Expression ist von einem erhöhten kombinierten klinischen Score auszugehen und 

somit mit einem schwereren Verlauf zu rechnen. Zur Validierung dieser Hypothese sind jedoch 

weitere größere klinische Studien nötig und es müsste eine flächendeckende miRNA-Messung 

etabliert werden. In der Literatur findet man zur miR-4446-3p Studien zu unterschiedlichsten 

Krankheitsentitäten und zur Schwangerschaft, jedoch keine Arbeit die die miRNA im Rahmen 

einer Sepsis untersucht hat. Eine Arbeit von Kim und Kang et al. beschreibt die vermehrte 

Expression der miR-4446-3p in Brustkrebszellen nach mechanischer Kompression. Es wird 

ein Zusammenhang zwischen dem Tumorwachstum /-progression und der Expressionsstärke 

vermutet.150 Lutsenko und Belaya et al. zeigten, dass im Vergleich zu gesunden Probanden 

die miR-4446-3p bei Akromegalie im Blut vermindert exprimiert wird.128 Im Bereich der 

Exosomenforschung zeigen Menon und Denath et al. unter anderem, dass die exosomale 

miR-4446-3p im Verlauf einer Schwangerschaft ihr Expressionsniveau ändert.151 Wir haben in 

unserer Studie erstmals einen Zusammenhang zwischen der miR-4446-3p und der Sepsis 

zeigen können und diese als möglichen Biomarker bei der Einschätzung der Schwere 

evaluiert.  

Der septische Schock ist die schwerste Form einer Sepsis, die durch eine Störung des 

Kreislaufs und verschiedener Zellfunktionen geprägt ist. Für die Definition ist eine Erhöhung 

des Laktats > 2mmol/l sowie der Gebrauch von vasoaktiven Substanzen, trotz adäquater 

Volumentherapie, um einen mittleren arteriellen Druck von > 65 mmHg aufrecht zu erhalten 

notwendig.11 In unserer Sepsiskohorte wurde an Tag 0 der höchste Laktatwert von 2,65 

(IQR=1,6-4,12) mmol/l gemessen und der Normbereich (0,5-1,6 mmol/l) wurde an Tag 4 (1,4 

(IQR=1,2-1,7) mmol/l) erreicht. Der maximale Laktatwert korrelierte positiv mit vier miRNAs: 

miR-378i, miR-378a-3p, miR-500a-3p und miR-511-5p. Dabei werden all diese miRNAs bei 

Sepsis vermindert exprimiert und eine positive Korrelation bedeutet, dass eine verminderte 

Expression mit einem geringeren Laktatwert korreliert. Der Katecholaminbedarf korreliert 

positiv mit fünf vermindert exprimierten miRNAs: miR-1-3p, miR-95-3p, miR-500a-3p, miR-

501-3p und miR-660-5p. Eine verminderte Expression ist mit einem geringeren 

Katecholaminbedarf und somit mit einem besseren Verlauf assoziiert. In der 
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Regressionsanalyse konnte der Zusammenhang des Laktatwert nur mit der miR-378a-3p und 

der Katecholaminbedarf mit der miR-660-5p bestätigt werden (s. Tabelle 18). Wang et al. 

haben die miR-378a-3p in einer Sepsiskohorte untersucht und eine signifikant höhere 

Expression bei Sepsispatienten gegenüber gesunden Probanden vermessen, sowie eine 

positive Korrelation zu Inflammationsmarkern wie das IL-6 zeigen können. In einer in vivo 

Untersuchung bei Ratten, konnten sie einen Zusammenhang zwischen der miR-378a-3p und 

der kardialen Dysfunktion bei Sepsis aufweisen.152 Diese Ergebnisse stehen in Kontrast zu 

unseren, bei der die vermindert exprimierte miR-378a-3p durch die positive Korrelation zum 

Laktatwert, einen eher positiveren Verlauf beschreibt. Caserta und Kern et al. haben ebenfalls 

eine verminderte Expression der miR-378a-3p bei Patienten mit schwerer Sepsis gegenüber 

Patienten einem schweren nicht-infektiösem SIRS (systemic inflammatory response 

Syndrome) zeigen können.153  

Die vermindert exprimierte miR-660-5p (log2FC -1,13) zeigte bei uns eine signifikante positive 

Korrelation zum Katecholaminbedarf und Kreatinin-Wert an Tag 0. Dies zeigt einen 

möglicherweise besseren klinischen Verlauf, da der Patient einen geringeren 

Katecholaminbedarf aufweist und weniger Nierenschädigung mit konsekutivem Anstieg der 

Retentionsparameter präsentiert. In der Literatur findet man lediglich einen Zusammenhang 

zwischen der miR-660 und Karzinomen wie dem Lungenkarzinom.154 Wir haben ein signifikant 

verändertes Expressionsmuster bei Sepsispatienten gegenüber Pneumoniepatienten zeigen 

können, welches bisher in der Literatur nicht beschrieben wurde.  

Das in Erythrozyten gebundene Hämoglobin (Hb) ist u.a. für den Sauerstofftransport ins 

Gewebe und in die Organe nötig. Im Rahmen einer Sepsis können inflammatorische 

Mediatoren zu einer Anämie führen, in dem u.a. die Erythropoese gestört oder die 

Lebensdauer der Erythrozyten verkürzt wird. Bei einem verminderten Hämoglobin kann es zu 

einer Sauerstofftransportstörung kommen mit einer zum Teil schwerwiegenden Hypoxie in 

verschiedenen Geweben. Freies Hämoglobin kann wiederum freie Radikale bilden und so zu 

einer weiteren inflammatorischen Reaktion führen mit konsekutiven Schädigungen von z.B. 

Endothelzellen. Ein Abfall des Hb-Wertes von ≥ 7% am vierten Tag nach Aufnahme ist mit 

einer erhöhten Langzeitmortalität verbunden. Des Weiteren ist ein gemessener Hb-Wert von 

< 8 g/dl in den ersten 48 Stunden nach Aufnahme mit einer erhöhten Mortalität bei 

Sepsispatienten assoziiert. 79 Die bei unserer Sepsiskohorte verminderten miRNAs miR-18a-

3p, miR-511-5p und miR-660-5p haben jeweils eine Korrelation zum Hb-Wert gezeigt. 

Erstgenannte zeigte eine positive Korrelation (𝑟𝑠=0,405, p=0,033) und die beiden 

letztgenannten eine negative Korrelation (miR-511-3p: 𝑟𝑠=-0,473, p=0,011, miR-660-5p: 𝑟𝑠=- 

0,477, p=0,010). Leider konnte keine der Korrelationen in der Regressionsanalyse bestätigt 

werden. Die miR-511-5p zeigte jedoch auch eine positive Korrelation zum Laktatwert. Je 

niedriger die miRNA exprimiert wird, desto höher ist der Hb-Wert und desto niedriger der 



Diskussion 

 

140 

Laktatwert. Die miR-660-5p zeigte ebenfalls eine positive Korrelation zum 

Katecholaminbedarf. Je niedriger also die miR-660-5p exprimiert wird, desto höher ist der Hb-

Wert und desto geringer ist der Katecholaminbedarf (siehe auch Abschnitt Patientenkohorte 

und klinischer Verlauf weiter oben). Zusammenfassend können die miRNA miR-511-5p und 

miR-660-5p mit einem, womöglich besseren, Verlauf der Sepsis in Zusammenhang gebracht 

werden. Curtale und Renzi et al. haben gezeigt, dass bei Überexpression der miR-511-5p die 

unkontrollierte Ausschüttung von pro-inflammatorischen Zytokinen nach Re-Exposition von 

Lipopolysacchariden in humanen Monozyten gebremst werden kann. Dies führt zu einer 

sogenannten Endotoxin-Toleranz und schützt die Zelle bzw. den Organismus vor einer 

Selbstschädigung.39 Möglicherweise zeigen unsere Ergebnisse, dass eine Sepsis zu einer 

verminderten Expression von miR-511-5p führen kann und so die Autoregulation des 

Immunsystems gestört wird. Beim Vergleich von Sepsispatienten gegenüber gesunden 

Probanden (log2FC -2,13) bzw. Pneumoniepatienten (log2FC -1,54) ist die miR-511-5p jeweils 

weniger exprimiert. Da eine miRNA hunderte von verschiedenen Gene beeinflussen kann, sind 

sowohl krankheitsauslösende wie auch positive Effekte auf den Krankheitsverlauf möglich.155   

Infektionsparameter 

Es gibt verschiedene etablierte serologische Entzündungsparameter für die Identifizierung des 

Krankheitsbild einer Sepsis: Leukozyten, das C-reaktive Protein (CRP), das Procalcitonin 

(PCT) und das Interleukin-6.9, 35, 47, 155  

Eine Veränderung der Leukozytenzahl weist auf eine Infektion hin, ist jedoch nicht sehr 

spezifisch und unterliegt in der Aussagekraft dem CRP. In Kombination mit einer CRP-

Erhöhung (> 40 mg/l) oder Fieber (38,5 °C) zeigt sie jedoch eine gute Spezifität für eine 

bakterielle Infektion. Bei Sepsis kann es sowohl zu einer Veränderung der Leukozytenzahl als 

auch der Morphologie kommen. 9, 74 In unserer Studienkohorte wurde ein Leukozytenmaximum 

an Tag 0 (14,6 G/l (IQR = 8,2-18,6)) und Tag 10 (14,6 G/l (IQR = 10,1-19,5)) mit Erreichen des 

laborinternen Normbereiches an Tag 14 (9,4 G/l (IQR = 7,4-17,4)) beobachtet. Der Abfall der 

Leukozytenzahl kann durch das Anschlagen der Therapiemaßnahmen bedingt sein.  Die 

Leukozytenzahl an Tag 0 zeigte eine negative Korrelation, mit der bei Sepsis im Vergleich zu 

Pneumonie weniger exprimierten, miR-192-5p (p = 0,044). Das bedeutet, je niedriger die 

miRNA exprimiert wird, desto höher ist die Leukozytenzahl. Dieser Zusammenhang konnte in 

der Regressionsanalyse nicht bestätigt werden. Mit der weiter oben beschriebenen Korrelation 

der miR-192-5p mit den kombinierten Sepsis-Scores, scheint diese miRNA bei verminderter 

Expression mit einem schweren Sepsisverlauf assoziiert zu sein. Caserta et al. haben die miR-

192-5p ebenfalls in Zusammenhang mit Sepsis untersucht. Sie haben gezeigt, dass bei einer 

schweren Sepsis im Vergleich zu einem schweren nicht-infektiösem SIRS die miR-192-5p 

weniger exprimiert wird und negativ mit den Entzündungsparameter CRP und IL-6 korreliert. 
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Außerdem haben sie gezeigt, dass das Expressionsniveau verschiedener miRNAs besser 

zwischen den beiden Krankheitsentitäten unterscheiden konnte, als das herkömmlich genutzte 

PCT und CRP.153  

Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein Akut-Phase-Protein, welches bei einer 

Entzündungsreaktion oder bei Gewebeschaden erhöht sein kann. Im Rahmen einer Sepsis 

korreliert es mit der Schwere der Erkrankung, zeigt jedoch nur eine geringe Spezifität.9, 47 Ein 

Anstieg des CRPs kann schon nach 4-6 Stunden nach Stimulus beobachtet werden und zeigt 

ein Maximum nach 36-50 Stunden.9 In unserer Studie zeigte das CRP ein Maximum von 23,5 

(IQR=16,7-32,5) mg/dl an Tag 1 und danach einen stetigen Abfall, jedoch ohne Erreichen des 

Normbereiches (≤ 0,5 mg/dl) innerhalb der beobachteten 21 Tage. Es gab eine negative 

Korrelation zwischen der vermehrt exprimierten miR-1228-5p (log2FC 4,7) und dem CRP-Wert 

(𝑟𝑠=-0,494, p=0,009), sprich je höher die Expression, desto niedriger der Entzündungswert. 

Dies konnte in der Regressionsanalyse nicht bestätigt werden. Es wurde ebenfalls eine 

negative Korrelation zwischen der miR-1228-5p und dem PCT-Wert gezeigt (𝑟𝑠=-0,394, 

p=0,038), welche ebenso in der Regressionsanalyse nicht bestätigt werden konnte. Trotzdem 

scheint die miR-1228-5p bei vermehrter Expression mit einer geringen Erhöhung der 

Entzündungswerte an Tag 0 assoziiert zu sein und so einen eher positiven Effekt auf die 

Krankheitsschwere haben könnte. Hierbei ist jedoch der weitere Verlauf der 

Entzündungsparameter mit den Höchstwerten und der Halbwertszeit zu beachten. In der 

Literatur wurde dieser Zusammenhang noch nicht beschrieben.  

Das PCT ist ein Prohormon des Calcitonins und wird vor allem bei bakterieller Infektion 

vermehrt gebildet. So ist der Nachweis eines erhöhten PCTs Hinweis auf eine bakterielle 

Infektion. Ein Maximum ist meist nach 6-8 Stunden nach Infektion erreicht und sinkt 

beispielsweise bei erfolgreicher Therapie.9 Außerdem korrelierte die Höhe des PCT bei 

Aufnahme auf die Intensivstation mit der Progression von einer schweren Sepsis zu einem 

septischen Schock und korreliert mit einer Bakteriämie .9, 47 Dies macht ihn zu einem sehr 

dynamischen, schnell reagierenden Parameter und erklärt den zunächst leichten Anstieg 

zwischen Tag 0 (4,7 ng/ml) und Tag 1 (5,0 ng/ml) und dem danach folgenden starken Abfall 

zu Tag 4 (0,96 (0,29-2,29) ng/ml) durch Wirkung der therapeutischen Maßnahmen.  Das PCT 

an Tag 0 korrelierte mit folgenden miRNAs: positiv mit der vermindert exprimierten miR-1-3p 

und negativ mit den vermehrt exprimierten miRNAs miR-1228-5p, -4433b-3p und -150-3p. 

Allen gemeinsam ist eher ein positiver Effekt: je weniger bzw. je mehr die miRNA exprimiert 

wird, desto niedriger ist der PCT-Wert. Dieser Zusammenhang konnte lediglich für die miR-1-

3p in der Regressionsanalyse bestätigt werden (p<0,001). Interessanterweise, korreliert die 

miR-1-3p auch positiv mit dem Zytokin IL-6 (p=0,034), welches ebenfalls in der 

Regressionsanalyse bestätigt wurde. Das Zytokin IL-6, fällt in unserer Studie innerhalb der 

ersten 21 Tage nach Studieneinschluss, jedoch ohne Erreichen des laborinternen 
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Normbereiches von ≤5,9 pg/ml (s. Abbildung 16).  Die miR-1-3p scheint also mit zwei 

Entzündungsparameter assoziiert zu sein, in beiden Fällen zeigt eine verminderte Expression 

auch einen reduzierten PCT bzw. IL-6 Wert und beide Werte sind signifikant verändert bei 

Infektion gegenüber keiner Infektion.47 Zwar zeigen Studien, dass das IL-6 als Biomarker der 

Sepsis weniger bedeutsam ist als das CRP oder PCT, jedoch ist ein konstant erhöhter IL-6-

Spiegel mit einem Multiorganversagen und Mortalität assoziiert.9 In der Literatur haben Gao, 

und Yu et al., anders als bei uns, eine vermehrte Expression der miR-1-3p bei septischen 

Mäusen sowie bei einer kleinen Anzahl an Sepsispatienten gegenüber gesunden Probanden 

(jeweils drei Teilnehmer) beobachtet. Sie konnten der miR-1-3p einen pro-apoptotischen und 

pro-inflammatorischen Effekt zusprechen. Es wurde zudem eine Erhöhung bzw. Störung der 

Zellpermeabilität beobachtet. Dies kann zu einer akuten Lungenschädigung (acute lung injury, 

ALI) z.B. bei Sepsis führen.156 Eine andere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass eine mit mehrfach 

ungesättigten Fettsäuren supplementierte Endothelzelle bei Stimulation mit 

proinflammatorischen Zytokinen wie dem IL-1β, IL-γ und TNFα, im Vergleich zu Kontrollzellen, 

eine 118-fache vermehrte Expression der miR-1-3p zeigt. Sie könnte demnach durch Zytokine 

beeinflusst werden oder diese beispielsweise über den Jak-STAT Signalweg sogar 

beeinflussen.136 Zhao et al. haben eine vermehrte Expression der miRNA-1-3p bei 

Neugeborenen mit early-onset-Sepsis (EOS), also einer Sepsis innerhalb der ersten 72 

Lebensstunden, im Vergleich zu gesunden Neugeborenen nachgewiesen. Diese konnte auch 

mit einer AUC von 0,69 (95%-KI= 0,58-0,79, p < 0,01) und einer Sensitivität von 86% und 

Spezifität von 57,6% Patienten unterscheiden.149 Zwar zeigen diese Studien im Vergleich zu 

unseren Ergebnissen, eine vermehrte Expression der miRNA-1-3p bei Infektion oder 

Aussetzung von Zytokinen, sie unterstreichen aber den Zusammenhang der miRNA mit einer 

entzündlichen bzw. inflammatorischen Stoffwechsellage, wie sie bei Sepsis vorzufinden ist. 

MiRNAs haben nachweislich einen Einfluss auf die Produktion von pro-inflammatorischen 

Zytokinen im Rahmen einer Entzündungssreaktion.155 Caserta et al. haben ebenfalls postuliert, 

dass zirkulierende miRNAs einen eindämmenden Effekt auf eine inflammatorische Reaktion 

haben könnten.153, 157 Weitere, größer angelegte Studien, müssen den genauen 

Zusammenhang  untersuchen.  

 

Gerinnung 

Im Rahmen eines Intensivaufenthaltes mit Sepsis kann es zu einer Veränderung der 

Blutgerinnung kommen und somit zu einem erhöhtem Risiko für Blutungen und Thrombosen.12 

Gerade in Hinblick auf die gefürchtete Komplikation einer disseminierten intravasalen 

Gerinnung (DIC), bedarf sie immer einer gesonderte Begutachtung. Bei der DIC kommt es zu 

einer Dysregulation von pro- und antithrombotischen Faktoren, zum Verbrauch von 
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Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten und letztlich können mikro- und makrovaskuläre 

Thrombosen zu einem Multiorganversagen führen. Dabei steigt die Mortalität von 

Sepsispatienten deutlich, wenn sich eine DIC entwickelt.158, 159 Es gibt keinen einzelnen 

Laborwert der zur Diagnose einer disseminierten intravasalen Gerinnungsstörung führt, 

sondern vielmehr die Kombination aus klinischem Patientenzustand und veränderten 

Gerinnungsparametern wie der Thrombozytenzahl, Hämatokrit, Fibrinogen, D-Dimere oder 

einer verlängerten aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT), sollte das behandelnde 

Team aufmerksam werden lassen. Es gibt einen DIC-Score, der sowohl die klinische 

Wahrscheinlichkeit als auch Laborparameter mit einbezieht und bei der Diagnose einer DIC 

helfen kann.158, 160  

In unserer Arbeit sind einige verändert exprimierte miRNAs zwischen Pneumonie- und 

Sepsispatienten aufgefallen, die mit Parametern der Gerinnung (Thrombozyten und aPTT) 

korrelierten. Thrombozyten sind nicht nur ein wichtiger Bestandteil der Gerinnung, sondern 

generieren einen großen Anteil an Exosomen im Plasma und können direkten Einfluss auf die 

Immunreaktion des Körpers haben.161 Die Thrombozytenzahl hatte eine negative Korrelation 

mit den bei Sepsispatienten vermindert exprimierten miRNAs miR-200c-3p (𝑟𝑠 = - 0,425, 

p = 0,024) und miR-501-3p (𝑟𝑠 = - 0,474, p = 0,011). Dieser Zusammenhang konnte für die 

miR-501-3p (log2FC -1,17) in der Regressionsanalyse bestätigt werden (p=0,022). Je 

niedriger die Expression der miRNA gemessen wurde, desto höher war die Thrombozytenzahl 

an Tag 0 bei diesem Patienten. Eine Thrombozytopenie kann in 98% der Patienten mit DIC 

gemessen werden, wobei bis zu 50% eine Thrombozytenzahl unter 50x109/l aufweisen.160 In 

der Literatur konnte die miRNA-501-3p in gelagerten Thrombozytenkonzentraten 

nachgewiesen werden und im Vergleich zum ersten Tag wurde die miRNA an den Tagen 2-7 

runterreguliert, bzw. weniger exprimiert (log2FC bis zu -3,12). Thrombozyten degradieren bei 

Lagerung und zeigen einen Verlust der physiologischen Funktion.120 Es ist zu beachten, dass 

die Sepsiskohorte an Tag 0 durchschnittlich normale Thrombozytenzahlen zeigte (Mittelwert 

247 x 103/µl bzw. Median 221 x 103/µL (siehe auch Tabelle 4) und lediglich 8 von 28 

Sepsispatienten Thrombozytenzahlen von unter 150 x 103/µl aufwiesen. Davon zeigten zwei 

Patienten Werte von unter 50 x 103/µL. Eine (schwere) Thrombozytopenie kann jedoch auch 

im späteren Sepsisverlauf auftreten, weshalb eine Untersuchung der Entwicklung der 

Thrombozytenzahl und die Expressionsveränderung der miRNA interessant wäre. 

Eine verlängerte aPTT kann Hinweis auf eine gestörte Gerinnung sein, tritt aber auch unter 

einer Heparintherapie auf. In bis zu 50-60% der Patienten mit DIC kann eine verlängerte aPTT 

gemessen werden.160 Die aPTT ist ein Laborparameter zur Evaluierung der intrinsischen 

Gerinnungskaskade mit u.a. den Gerinnungsfaktoren VIII,IX ,XI und XII, sowie der 

gemeinsamen Endstrecke und dem Gerinnungsfaktor X.121 In unserer Studie zeigte die bei 

Sepsis gegenüber Pneumonie vermindert exprimierte miRNA-200c-3p (log2FC -1,66) eine 
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positive Korrelation zur gemessenen aPTT  (𝑟𝑠=0,424, p=0,024), was in der 

Regressionsanalyse jedoch nicht bestätigt werden konnte. Man könnte jedoch interpretieren, 

dass eine verminderte Expression mit einer kürzeren aPTT in Zusammenhang steht und somit 

mit einer weniger gestörten Gerinnung. Allerdings zeigen wie oben bereits erwähnt nur bis zu 

50-60% der Patienten mit einer DIC eine veränderte aPTT und andere Faktoren wie eine 

Thromboseprophylaxe mit Heparin können die Werte beeinflussen. Qian und Yan et al. haben 

das miRNA-Expressionsmuster bei Patienten mit einer neu diagnostizierten primären 

Immunthrombozytopenie (≤ 3 Monaten) untersucht und haben erhöhte Expressionsniveaus 

der miR-200c-3p im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe festgestellt. Des Weiteren 

stieg der Expressionsunterschied bei Patienten, die eine chronische Immunthrombozytopenie 

(≥ 12 Monate) hatten im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur neu diagnostizierten Gruppe.146 

Zuvor wurde die miRNA vor allem bei Karzinomen untersucht (z.B. Brust- und Magenkrebs).146 

Bei der Interpretation der Rolle der miRNA miR-200c-3p in der Gerinnungskaskade, gibt es 

viele Faktoren, die beachtet werden müssen. Dennoch hat die miRNA-200c-3p sowohl einen 

Zusammenhang mit der Thrombozytenzahl als auch mit der aPTT gezeigt, was zumindest eine 

mögliche Rolle der miRNA in der Gerinnung vermuten lässt. Liu und Du et al. haben gezeigt, 

dass die miR-200c-3p im Plasma von schweren Pneumoniepatienten gegenüber Gesunden 

vermehrt exprimiert wird. Bei Hemmung dieser in einem Zellmodell, konnte eine geringere 

Influenza-induzierte Lungenschädigung beobachtet werden.162 Bei unserer Sepsiskohorte war 

die miRNA zwar vermindert exprimiert, dies unterstützt aber unsere Theorie, dass eine 

verminderte miR-200c-3p Expression mit einem besseren Verlauf assoziiert sein könnte.  

Lediglich die bei Sepsispatienten vermindert exprimierte miR-501-3p zeigte eine, in der 

Regressionsanalyse bestätigte, signifikante negative Korrelation zur der Thrombozytenzahl. 

Wang und Wang et al. haben zum Beispiel bei einer Gruppe von Sepsispatienten mit einer 

gestörten Gerinnung (SIC) gegenüber Patienten mit einer Sepsis ohne Gerinnungsstörung, 

die vermindert exprimierte Plasma-miR-92a-3p untersucht. Diese konnte mit einer AUC von 

0,660 (p=0,011, 95%-KI 0,537-0,782) eine gestörte Gerinnung ausschließen.159 Sie haben 

somit erste Ergebnisse erbracht, dass das miRNA-Expressionsmuster gefährdete 

Sepsispatienten identifizieren könnte. Das Thema der gestörten Blutgerinnung in 

Zusammenhang mit microRNAs sollte in weiteren Studien untersucht werden, da 

Sepsispatienten von einer frühzeitigen Behandlung profitieren könnten. 

Nierenfunktion 

Das Auftreten eines akuten Nierenversagens (bzw. einer „acute kidney injury“ (AKI)) ist, bei 

uns gemäß KDIGO Definition, das Eintreten von einem Anstieg des Serumkreatinin um ≥ 

0,3mg/dl (≥ 26,5 µmol/l) innerhalb von 48 Stunden oder einem Anstieg des Serumkreatinin um 

das ≥ 1,5-fach des Ausgangswertes, welches nachgewiesen oder angenommen innerhalb der 
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letzten 7 Tagen aufgetreten ist oder eine Urinausscheidung < 0,5ml/kg Körpergewicht/h für 

mindestens 6 Stunden.25 Es kann durch eine Sepsis induziert werden und ist mit einem 

schlechteren Outcome assoziiert.23, 145 Die Sepsis ist einer der Hauptursachen für die 

Entstehung einer akuten Nierenschädigung (AKI) bei kritisch kranken Patienten und kann in 

47,9% von Intensivpatienten diagnostiziert werden. Dabei erhöht die AKI die Mortalität bei 

Sepsispatienten gegenüber solchen die kein Nierenversagen entwickeln (34% vs. 7%).23 Lui 

et al. werteten 47 Studien aus und fanden u. a.  folgende Risikofaktoren für das Auftreten einer 

AKI: Komorbiditäten wie Bluthochdruck und Diabetes Mellitus, eine pulmonale Infektion, das 

Auftreten eines septischen Schocks und Therapiemaßnahmen wie der Einsatz von 

Vasopressoren, sowie eine künstliche Beatmung.163  

Unsere Auswertungen ergaben, dass die bei Sepsis vermehrt exprimierte miR-370-3p negativ 

mit dem Kreatininwert korreliert (p=0,03), die weniger exprimierte miR-660-5p positiv mit dem 

Kreatininwert korreliert (p=0,046) und die vermehrt exprimierte miR-1228-5p mit dem 

Harnstoffwert negativ korreliert (p=0,002). In der Regressionsanalyse konnte dieser 

Zusammenhang für die miR-660-5p und miR-1228-5p bestätigt werden. Das bedeutet, je 

weniger die miR-660-5p exprimiert wird, desto geringer ist der Kreatininwert. Je höher die miR-

1228-5p exprimiert wird, desto geringer ist der Harnstoff an Tag 0. Beide Zusammenhänge 

weisen auf eine geringere Nierenschädigung an Tag 0 hin, denn u.a. ist ein Anstieg des 

Harnstoffs Zeichen einer reduzierten Nierenfunktion.80 Ge und Huang et al. haben beim 

Vergleich von Sepsispatienten mit AKI im Vergleich zu Sepsispatienten ohne AKI festgestellt, 

dass u.a. die miRNA-1228-3p weniger exprimiert wird.23 In unserer Studienkohorte wurde die 

miR-1228-5p bei Sepsispatienten gegenüber Pneumoniepatienten deutlich vermehrt 

exprimiert (log2FC 4,7). Beim Vergleich von Sepsispatienten (log2FC 3,27) sowie Patienten 

mit septischen Schock (log2FC 4,08) gegenüber gesunden Probanden, haben wir ebenfalls 

eine vermehrte Expression festgestellt. Die Arbeit von Ge und Huang et al. zeigt, dass eine 

verminderte Expression mit einer AKI vergesellschaftet sein kann. Dies unterstützt die 

Hypothese, dass eine erhöhte Expression mit einer besseren Nierenfunktion assoziiert sein 

könnte. In Zusammenschau unserer Ergebnisse der miRNA-1228-5p mit den negativen 

Korrelationen zu den Entzündungsparametern Procalcitonin und CRP (s. oben) sowie dem 

Harnstoff, zeigt es in unserer Studienkohorte eher einen protektiven Effekt zu haben. Dies wird 

durch die Studie von Li und Ding et al. unterstützt: Sie haben in einer in-vitro Untersuchung 

gezeigt, dass die microRNA-1228-5p durch die Exposition von Feinstaub in menschlichen 

Lungenadenokarzinom Zellen (A549) runterreguliert wird. Die miRNA-1228-5p hat als 

Zielgene einige, die bei einer Zellapoptose involviert sind. Bei verminderter Expression kommt 

es vermehrt zur Zellapoptose. Wird die miRNA jedoch hochreguliert kommt es nicht nur zu 

weniger Zelltod, sondern es können Zellschäden, die durch Feinstaub induziert worden sind, 

teilweise rückgängig gemacht werden.164 Zhong und Wu et al. haben festgestellt, dass die 
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miR-1228-5p bei Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt, also einem akuten 

Zelluntergang, vermindert exprimiert wird.165 Man kann diese Ergebnisse nicht direkt mit 

unseren vergleichen. Die bioinformatische Analyse der miRNA-1228-5p legt jedoch nahe, dass 

sie zellprotektive Stoffwechselwege unterstützt.  

Das Auftreten einer AKI korreliert signifikant mit der vermehrt exprimierten miRNA let7e-5p 

(p=0,004), sowie mit der weniger exprimierten miR-501-3p (p=0,026). Nur die let-7e-5p konnte 

in der Regressionsanalyse bestätigt werden. Je höher das Expressionsniveau der miRNA let-

7e-5p ist, desto weniger wahrscheinlich ist das Auftreten einer AKI. Wir haben in einer ROC-

Analyse untersucht, ob man das Expressionsniveau der let-7e-5p als Biomarker für das 

Auftreten eines akuten Nierenversagens heranziehen könnte. Mit einer AUC von 0,769 

(p=0,016), einer Sensitivität von 100% und einer Spezifität von 62% konnten wir gute 

Ergebnisse aufweisen, jedoch hatten wir nur eine kleine Anzahl an Patienten. Diese 

Ergebnisse müssten in größer angelegten Studien bestätigt werden. Es gibt kaum Studien, die 

die let-7e-5p bei Sepsispatienten untersucht haben. Poore und Ko et al. haben in Vollblut von 

Patienten mit einer bakteriellen Pneumonie mit Streptococcus pneumoniae gegenüber 

Gesunden gezeigt, dass die let-7e-5p weniger exprimiert wird.110 Kong und Du et al. haben bei 

einer kleinen Patientenkohorte mit einer tiefen Venenthrombose gezeigt, dass die let-7e-5p 

gegenüber Gesunden vermindert exprimiert wird. Des Weiteren haben sie in Zell- und 

Tierversuchen gezeigt, dass die miRNA let-7e-5p über die Regulierung eines Fas-Liganden 

u.a. zur Revaskularisierung nach einer Venenthrombose beitragen kann.166 Die angiologische 

bzw. hämatologische Bedeutung dieser miRNA wird durch weitere Studien unterstützt: Plé und 

Landry et al. zeigten, dass die microRNA let-7-Familie 48% der in Thrombozyten 

nachweisbaren miRNAs ausmacht. Thrombozyten haben die Fähigkeit microRNA-beladene 

Mikropartikel zu sezernieren und können so möglicherweise extra-thrombotische Zielzellen 

ansteuern.167 Huang und Lv et al. haben untersucht, ob die let-7e-5p als Biomarker für das 

frühzeitige Erkennen von Risikopatienten für einen ischämischen Schlaganfall nutzbar ist, 

nachdem sie ein im Blut erhöhtes Expressionsniveau nachweisen konnten.168 All diese 

Untersuchungen zeigen, dass der Zusammenhang einer akuten Nierenschädigung bei Sepsis 

möglicherweise aufgrund von Zirkulationsstörungen der Nieren entstehen und aufgrund einer 

veränderten Expression der let-7e-5p begründet sein könnte. Die miRNAs der let-7-Familie 

zeigen zusätzlich in anderen Arbeiten einen eher pro-inflammatorischen Effekt.131 Es gibt 

allerdings Einflussfaktoren auf das microRNA-Expressionsmuster, wie zum Beispiel 

vorbestehende Erkrankungen oder die Dauermedikation der Patienten, die noch gänzlich 

unerforscht sind. Demirsoy und Ertural et al. haben gezeigt, dass Patienten mit einem Diabetes 

Mellitus Typ 2 unter Metformintherapie eine verminderte Expression der let-7e-5p gegenüber 

Diabetes-Patienten ohne Metformintherapie aufweisen.169 Li et al. haben in einer kleinen 

Kohorte eine verminderte Expression der let-7e-5p bei Kindern mit Ventrikelseptumdefekt 
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gefunden und postulieren einen Effekt in der Entwicklung von kardialen Anomalien.170 Solche 

und andere Einflüsse müssen berücksichtigt werden. 

Mit dem Bedarf einer Nierenersatztherapie korrelierten sogar acht miRNAs: miR-let-7e-5p, 

miR-378a-3p, -378i, -660-5p, -501-3p, -511-5p, -200b-3p und miR-500a-3p. Es muss jedoch 

erwähnt werden, dass hier nicht zwischen chronisch niereninsuffizienten Patienten und 

solchen mit einer AKI die eine akute Nierenersatztherapie erhielten unterschieden wurde. In 

der Regressionsanalyse zeigte nur die bei Sepsispatienten im Vergleich zu 

Pneumoniepatienten weniger exprimierte miR-500a-3p (log2FC -1,67) einen signifikanten 

Zusammenhang zwischen dem Expressionsniveau und dem Bedarf einer 

Nierenersatztherapie während des Beobachtungszeitraumes. Hier führten wir ebenfalls eine 

ROC-Analyse mit sehr guten Ergebnissen durch (AUC: 0,906 (p<0,05), Sensitivität 90%, 

Spezifität 83,3%), wobei aufgrund der Studiengröße die Ergebnisse mit Vorsicht zu 

interpretieren sind. Die Literaturrecherche unterstützt unsere Ergebnisse, dass die miR-500a-

3p bei Patienten mit Nierenschaden vermindert exprimiert wird. Jiang und Liu et al. zeigten, 

dass in einem in-vitro Model von toxisch (Cisplatin) und hypoxisch induzierter AKI in 

Tubulusepithelzellen, die miR-500a-3p vermindert exprimiert wird. Bei Überexpression dieser 

miRNA konnte sogar der Zellschaden/-tod minimiert werden, durch Reduktion der sog. 

Nekroptose, eine Art des programmierten Zelltodes. Sie bringen die Rolle der miR-500a-3p 

als protektive anti-inflammatorische miRNA ins Spiel und ein möglicher Nutzen als 

Therapeutikum.171 In einer anderen Studie wurde dieser Gedanke aufgegriffen und die 

protektive Funktion der miRNA-500a-3p mittels Liposomen als Transportmittel genutzt.172  

Das Auftreten einer akuten Nierenschädigung während einer Sepsis oder eines septischen 

Schocks ist eine bedrohliche, mit einer erhöhten Letalität assoziierten, Komplikation. Im 

Rahmen der intensivmedizinischen Versorgung sollte das Behandlungsteam stets dafür 

sensibilisiert sein und das Risiko in die Therapieentscheidungen mit einbeziehen.163 Wir 

konnten zeigen, dass das zirkulierenden miRNA-Expressionsprofil der let-7e-5p und miR-

500a-3p Patienten mit einem erhöhten Risiko möglicherweise identifizieren kann.  

Die miRNA als Biomarker für die Pneumonie und Sepsis  

Ein Biomarker beschreibt einen objektiv messbaren Indikator für normale biologische und 

pathologische Prozesse des Körpers. Er kann sowohl für die Diagnostik und das Staging einer 

Erkrankung dienen, sowie für die Einschätzung der Prognose oder den Erfolg einer 

therapeutischen Behandlung.173 Dabei sollte der einzelne und/oder die Kombination der Werte 

eine gute Sensitivität, Spezifität sowie einen guten positiven und negativen Vorhersagewert 

haben, damit er zuverlässig zur Diagnostik und Prognoseeinschätzung verwendet werden 

kann. Wie wahrscheinlich die Erkrankung ist, sollte jedoch im Vornerein anhand der Klinik 



Diskussion 

 

148 

beurteilt werden.6  Des Weiteren sollte der Nutzen eines Biomarkers sein, dass sich im besten 

Fall bei der Interpretation eine Tendenz zur Therapieeinleitung und/oder (de)Eskalation 

erschließen lässt.108 Zu den am häufigsten im Alltag verwendeten Biomarkern für die Sepsis 

gelten unter anderem das CRP, PCT und IL-6, wobei nicht der einzelne sondern die 

Kombination dieser und weiterer Werte eine klinische Relevanz hat.9 

In Anbetracht dessen, ist das Forschungsgebiet extrazellulärer Vesikel bzw. der miRNA 

bezüglich der Pneumonie und Sepsis zunehmend von Interesse.13, 108, 111, 174, 175 Es gibt viele 

Arbeiten, die die Rolle der (exosomalen) miRNA bei der Regulation des Immunsystems bzw. 

Immunantwort unterstreichen.39, 45, 157  Zhang et al. haben die bei ihrer Kohorte von Pneumonie- 

und Sepsispatienten gegenüber Gesunden vermehrt exprimierte miRNA miR-223-3p als 

Indikator für die Diagnose und Schwere einer Pneumonie-induzierten Sepsis identifizieren 

können (AUC der ROC Kurve von 0,964).13 Zhao und Lu et al. haben die miR-223-3p als 

möglichen Biomarker bei der Neugeborenensepsis untersucht.149 Die miR-378a-3p konnte 

zwischen einem nicht-infektiösen systemischen inflammatorischen Syndrom (SIRS) und einer 

Sepsis unterscheiden und korrelierte sogar mit dem Schweregrad eines SIRS. Letzteres sogar 

besser als inflammatorische Zytokine wie das IL-8 und IL-6.153, 157 Cao und Zhang et al. haben 

die miR-145 als möglichen therapeutischen Ansatz bei Sepsis-induzierter akuter 

Lungenschädigung bzw. pulmonaler Sepsis untersucht.134 In unserer Pneumoniekohorte war 

die miR-145-3p gegenüber Gesunden ebenfalls vermindert exprimiert.  Die miR-500a-3p 

wurde mehrfach mit der Nierenfunktion in Verbindung gebracht und könnte ein Biomarker für 

eine sepsis-induzierte akute Nierenschädigung sein.23, 171, 172  

Die miRNA als Biomarker ist aber nicht frei von Schwierigkeiten und Fehlerquellen. So ist 

derzeit die miRNA als Biomarker mit einer geringen Spezifität und vor allem 

Reproduzierbarkeit belastet, da es keine standardisierten Isolier- und Analysemethoden gibt. 

27, 85, 86, 93, 105, 106, 176 Der Zustand, die Vorerkrankungen und die Dauermedikation des Patienten 

kann zusätzlich zum Teil unerforschte Wirkungsweisen haben, was die Standardisierung 

zusätzlich erschwert.35, 109, 169 Möglicherweise ist das miRNA-Expressionsmuster auch von 

jeder Person individuell verändert, weswegen verschiedene Studien auf unterschiedliche 

Ergebnisse kommen können.123 Wichtig in diesem Zusammenhang ist auch, dass das micro-

RNA-Expressionsmuster zum Teil deutlich variieren kann, je nachdem ob man beispielsweise 

zell-freie miRNA im Serum, exosomale miRNA oder zellgebundene miRNA untersucht. Dies 

hat unsere Arbeitsgruppe um Reithmair und Buschmann at al. zeigen können. So hat sich das 

Expressionsmuster zwischen zellgebundenen und zell-freien miRNAs bei Patienten mit 

septischen Schock im Vergleich zu gesunden Probanden zum Teil deutlich unterschieden: nur 

2,91% bzw. 3,90% der verändert exprimierten miRNAs wurden in allen drei Kompartimenten 

gleichgesinnt hoch- bzw. runterreguliert. Dabei ähnelten sich die Expressionsmuster der 

extrazellulären miRNAs im Serum und Exosomen und zeigten nur geringe Überschneidungen 
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mit dem zellulärem microRNA-Expressionsmuster.177 Die Rolle der miRNA bei Sepsis ist 

Gegenstand aktueller Forschungen. Zunehmend wird die Funktion der miRNAs in der 

Aktivierung von pro-inflammatorischen Signalwegen wie die der Tumornekrosefaktoren (TNF) 

und toll-like Rezeptoren (TLR) deutlich, die als Teile des angeborenen Immunsystems auf 

Infektionen durch Pathogene bei Sepsis reagieren.39, 144, 155, 175, 178    

Wir haben eine signifikante Korrelation zwischen der vermindert exprimierten miR-193a-5p 

und der Dauer des Klinikaufenthaltes bei Pneumoniepatienten gezeigt. Unsere Arbeitsgruppe 

wiederholte die Untersuchungen in einer zusätzlichen Bestätigungsstudie mit 75 

Studienteilnehmer (18 Pneumoniepatienten, 37 Sepsispatienten (30 davon mit septischen 

Schock) und 20 Volunteers. Aus den gesammelten Ergebnissen konnten 18 miRNAs als 

potenzielle Biomarker identifiziert werden, darunter die miR-193a-5p.76 Weitere Studien 

müssten zeigen, ob sie auch als ein Biomarker für die Prognose der Krankheitsschwere zu 

etablieren ist.   

Bei der Sepsiskohorte konnten wir einen Zusammenhang zwischen der miR-150-3p und der 

Dauer des ITS-Aufenthaltes, der miR-1-3p und dem PCT- sowie IL-6-Wert, der miR-501-3p 

und dem Thrombozytenwert, der miR-378a-3p und dem maximalen Laktatwert an Tag 0, sowie 

der miR-660-5p und dem Katecholaminbedarf zeigen. Des Weiteren korrelierte die miR-1228-

5p mit dem Harnstoffwert und die let-7e-5p sowie die miR-500a-3p konnten als möglicher 

Biomarker für die Nierenfunktion bei Sepsis identifiziert werden.  

Ausgewählte miRNAs in der Literatur 

Das Forschungsgebiet der microRNAs in Zusammenhang mit verschiedenen Krankheitsentität 

ist groß und steht gerade am Anfang. Tabelle 24 ist ein Ausschnitt aktueller 

Forschungsergebnisse zu ausgewählten signifikant regulierten miRNAs bei unserer 

Sepsiskohorte.
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Tabelle 24. Fortsetzung nächste Seite 

miRNA 

(Expression in unserer Arbeit bei Sepsis 

gegenüber Pneumoniepatienten) 

In der Literatur: ↑ Expression In der Literatur: ↓ Expression 

miR-1228-5p (↑) 

 - Bei Sepsispatienten mit akuter Nierenschädigung (n=6) gegenüber 

Sepsispatienten ohne Nierenschädigung (n=6)23 

- Bei Exposition von humanen Lungenadenokarzinomzellen in-vitro mit 

Feinstaub164 

- Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt165  

let-7e-5p (↑) 

- Adenovirus-Pneumonie bei Kindern im Alter zwischen 1-3 Jahren (c)111 

- Latente Tuberkuloseinfektion (c)179 

- Patienten mit ischämischen Schlaganfall168 

- Tiefe Venenthrombose (TVT)166 

- Patienten mit Diabetes Mellitus Typ 2 unter Metformintherapie (c)169 

- Ventrikelseptumdefekt (c)170 

- In Vollblut von Patienten mit bakterieller Pneumonie gegenüber Gesunden 

(c)110 

miR-150-3p (↑) 

- Sepsis und septischer Schock (c), Korrelation zur Mortalität*180 
- Sepsis (c), Korrelation mit SOFA-Score*141 

- In zirkulierenden Monozyten von Sepsispatienten gegenüber Gesunden144 

- Sepsis175 

 

- Keine signifikante Expressionsveränderung zwischen Sepsis (schwere Sepsis und septischer Schock) und nicht-Sepsispatienten, aber Korrelation zur 

reduzierten Nierenfunktion (glomeruläre Filtrationsrtae, Kreatinin, Harnstoff), Korrelation zu Laktat und niedrige miR-150 Expression mit schlechterem Outcme 

verbunden*142 

miR-378a-3p (↓) 

- Bei Sepsis im Vergleich zu gesunden Probanden, vermehrte 

Expression152 

- In Exosomen von Patienten mit septischen Schock gegenüber 

Gesunden161 

- Bei Sepsis im Vergleich zu nicht-infektiösem SIRS verminderte Expression 

(c)153 

miR-93-5p (↓) - In zirkulierenden Monozyten von Sepsispatienten gegenüber 

Gesunden144 

- In Serum von Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom 181 

- Erniedrigtes Expressionsniveau korreliert mit längerem Überleben nach 

Sepsis bei Krebspatienten144 

- Sepsis145 
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miRNA 

(Expression in unserer Arbeit bei Sepsis 

gegenüber Pneumoniepatienten) 

In der Literatur: ↑ Expression In der Literatur: ↓ Expression 

miR-660-5p (↓) - Im Plasma von Lungenkarzinompatienten154  

miR-501-3p (↓) 

- Im Plasma bei ambulant erworbener Pneumonie ggü. Gesunden (c)*182 

- Exosomale miR von M2 Makrophagen fördert das Wachstum vom 

duktalen Pankreasadenokarzinom183 

- Alzheimerkrankheit (c)184 

- Verminderte Expression bei gelagerten Thrombozytenkonzentraten an Tag 

2-7 ggü. Tag 1120 

miR-500a-3p (↓) 

- In Gewebe von Hepatozellulärem Karzinom und Expressionsniveau 

korreliert mit schlechter Prognose185 

- In-vitro bei toxischem und hypoxisch induzierter acute-kidney injury (AKI) 

Model171 

- Bei Patienten mit ischämischen Schlaganfall gegenüber Patienten mit einer 

transitorischen ischämischen Attacke (TIA) (c)186 

miR-1-3p (↓) 

- In Exosomen von Sepsispatienten (n=3) gegenüber gesunden 

Probanden (n=3)156 

- Experimentell in Endothelzellen bei Stimulation mit Zytokinen IL-1β, IL-γ 

und TNFα 136 

- Bei Neugeborenen mit early-onset-Sepsis im Vergleich zu gesunden 

Patienten149 

 

miR-1246 (↓) 

- In-vitro bei Lungenepithelzellen nach SARS-Cov2-Infektion133 

- Kann in-vitro die Inflammation bzw. Dysfunktion von Lungenepithelzellen 

induzieren187 

- Bei Chronisch obstruktiver Lungenerkrankung und pulmonaler arterieller 

Hypertonie133 

Tabelle 24. Auswahl unserer signifikant veränderten exprimierten miRNAs bei Sepsis gegenüber Pneumoniepatienten in der Literatur. (c) 

zirkulierende miRNAs, ↑: vermehrt exprimiert/hochreguliert, ↓: weniger exprimiert/runterreguliert *hier keine Differenzierung zwischen -3p und -5p vorgenommen. 

Anm.: Diese Tabelle erhebt keinen Anspruch auf Vollständigkeit.  
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Exosomen und microRNAs (miRNAs) sind schon seit einigen Jahren fester Bestandteil der 

klinischen Forschung.37, 38, 188 Extrazelluläre Vesikel (ECVs) sind membranumschlossene 

Mikropartikel, die eine wesentliche Rolle bei der interzellulären Kommunikation spielen und die 

miRNA enthalten können. Diese vermitteln die Kommunikation benachbarter oder voneinander 

entfernter  Zellen, indem sie über ECVs in diese Zellen aufgenommen werden und dort die 

Genexpression regulieren.27–29, 32, 33, 36, 37 Die Pneumonie ist eine Entzündung des 

Lungengewebes mit infektiöser oder nicht-infektiöser Genese.1 Mit jährlich etwa 450 Millionen 

Fällen weltweit und etwa 4 Millionen Todesfällen gehört sie zu einer der 10 häufigsten 

Todesursachen. 3, 4   Die Sepsis ist eine lebensbedrohliche Organdysfunktion, die durch eine 

fehlregulierte Immunantwort des Körpers auf eine Infektion entsteht.11 Sie kann beispielsweise 

im Rahmen einer Atemwegs- bzw. Lungeninfektion durch Aktivierung sowohl der pro- und anti-

inflammatorischen, als auch durch eine Veränderung der kardiovaskulären, neuronalen, 

hormonellen und koagulatorischen Stoffwechselwegen entstehen.11 Millionen von Menschen 

erkranken jährlich an einer Sepsis, etwa jeder vierte verstirbt daran.14, 138 Die hohe Sterblichkeit 

ist teilweise durch das Fehlen einzelner sensitiver und spezifischer Biomarker bedingt. Auch 

wenn bereits mehr als hunderte von Biomarkern in Zusammenhang mit der Sepsis identifiziert 

worden sind, fehlt es noch an einem schnellen, kostengünstigen und vor allem standardisierten 

Diagnoseverfahren.9, 139, 178 

In dieser Arbeit befassten wir uns mit der Frage, ob man aus dem microRNA-

Expressionsmuster von Patienten mit Pneumonie und Sepsis im Vergleich zueinander und zu 

einer gesunden Vergleichsgruppe, differentiell exprimierte miRNAs identifizieren kann. Vor 

allem zur Prognoseeinschätzung und bei therapeutischen Entscheidungen könnten diese 

helfen. MicroRNAs sind 21-25 nt lange nicht-kodierende RNAs, die die Genexpression auf 

post-transkriptionaler Ebene regulieren.32 Sie sind Teil vieler Stoffwechselwege, u.a. der 

Apoptose, Zellproliferation und verschiedener Entzündungskaskaden. MiRNAs können Teil 

der Entstehung oder Behandlung verschiedener Krankheitsbilder sein und sind zunehmend 

als Biomarker und mögliche Therapeutika von Interesse.35, 39, 171, 172  

Es wurden insgesamt 67 Studienteilnehmer aus dem Klinikum Großhadern und Klinikum 

Neuperlach in München in der Zeit vom April 2015 bis Juli 2017 rekrutiert. Darunter 27 gesunde 

Probanden (Volunteers), 12 Patienten mit Pneumonie und 28 mit einer Sepsis. Von den 

letztgenannten hatten 23 Teilnehmer einen septischen Schock.  

Aus den gesammelten Serum-Blutproben wurden die Exosomen isoliert und deren microRNA-

Inhalt mittels Next-Generation Sequencing erfasst. Aus unseren Proben konnten wir zwischen 

der ambulant erworbenen Pneumonie und der Volunteer-Gruppe 27 signifikant regulierte 
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miRNAs isolieren, wobei folgende fünf am meisten vermehrt exprimiert wurden: miR-432-5p, 

miR-493-3p, miR-4732-5p, miR-495-3p und miR-199-5p und folgende fünf im Vergleich am 

wenigsten exprimiert: miR-193b-5p, miR-542-3p, miR-885-5p, miR-193a-5p und miR-582-3p.  

Eine in der Regressionsanalyse bestätigte positive Korrelation zeigte die miR-193a-5p mit der 

Dauer des Klinikaufenthaltes und die miR-320d mit dem Harnstoffwert an Tag 0. Eine negative 

Korrelation zeigte die miR-145-3p mit dem Hämoglobinwert, sowie die miR-127-3p mit der 

Leukozytenzahl, jeweils an Tag 0. Wir führten eine ROC-Analyse durch, ob man anhand des 

miR-193a-5p Expressionsniveaus die Dauer des Klinikaufenthaltes (sieben bzw. zehn Tage) 

vorhersagen kann. Aufgrund der Studiengröße konnten keine validen Ergebnisse erzielt 

werden und müssten in größeren Kohorten bestätigt werden.  

Beim Vergleich der Sepsis- und der Pneumoniepatienten, erbrachte die Analyse 25 signifikant 

verändert exprimierte miRNAs. Eine erhöhte Expression zeigten u. a. die miRNAs miR-1228-

5p, miR-4433-3p, miR-4446-3p, miR-370-3p und let-7e-5p. Bei Sepsis wurden u.a. die miR-

1246, miR-95-3p, miR-1-3p, miR-500a-3p und miR-200c-3p weniger exprimiert. Eine in der 

Regressionsanalyse bestätigte Korrelation zeigte sich für die miR-150-3p und der Dauer des 

intensivmedizinischen Aufenthaltes, der miR-1-3p und dem Procalcitonin- und IL-6-Wert an 

Tag 0, der miR-501-3p und der Thrombozytenzahl an Tag 0, der miR-378a-3p und dem 

maximalen Laktatwert an Tag 0, der miR-660-5p und dem Katecholaminbedarf und dem 

Kreatininwert an Tag 0, sowie der miR-1228-5p und dem Harnstoffwert an Tag 0. In der ROC-

Analyse konnten gute Ergebnisse für die miR-150-3p und miR-4446-3p als Biomarker für das 

Eintreffen hoher Werte bei den SOFA-, APACHE II und MODS Sepsisscores, als 

Surrogatparameter für die Schwere einer Sepsis, erzielt werden. Zusätzlich gab es einen 

signifikanten Zusammenhang zwischen dem Expressionsniveau der let-7e-5p und dem 

Auftreten einer akuten Nierenschädigung (AKI), sowie der miR-500a-3p und dem Einsatz einer 

Nierenersatztherapie während der Studie und wir konnten diese zur Risikoeinschätzung 

bestätigen.  

Ausblick 

Die Funktion von extrazellulären Vesikel sowie der miRNA in Verbindung mit malignen 

Tumoren, kardiovaskulären und neurologischen Erkrankungen, sowie Infektionskrankheiten 

wie der Sepsis, ist Gegenstand aktueller Forschungen.2, 29, 108, 144, 186, 189 Über systemische 

Krankheiten hinaus, könnte die Verwendung von Exosomen als ein Indiz für die funktionelle 

Reservekapazität bzw. Funktionsfähigkeit eines Organs sein, vor allem in Hinblick auf 

anästhesiologische und chirurgische Eingriffe bei Patienten im höheren Lebensalter.33 

Exosomen haben das Potential als Biomarker, Impfstoffe und Vehikel für Gentherapien zu 

dienen und wurden bereits modifiziert, um den Transport einer Fracht zu einer Zielzelle zu 

erleichtern.42 Exosomen sind also nicht nur im Forschungsfeld der Diagnostik interessant, 
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sondern rücken auch in den Fokus von Therapieentwicklungen. Interessante Ideen zum 

Beispiel Exosomen als Medikamententransporter für spezifische Empfängerzellen zu 

entwickeln oder patienteneigene Exosomen und deren miRNA-Gehalt zu modifizieren, um 

diese als Therapiemittel bei der bakteriellen Sepsis zu nutzen werden entwickelt. 32, 45 Es gibt 

Studien in der Krebstherapie, die bereits in der klinischen Phase sind. Beispielsweise wurde 

gezeigt, dass modifizierte zur Antigenpräsentation genutzte ECV von dendritischen Zellen eine 

tumor-spezifische Immunantwort beeinflussen können.40 Datenbanken wie Vesiclepedia190 

(www.microvesicles.org) oder ExoCarta191 (www.exocarta.org) versuchen einen Überblick 

über die täglich neuen Erkenntnisse über Exosomen zu verschaffen.  

Bezüglich der Exosomen assoziierten miRNA wäre es doch wünschenswert, wenn man 

anhand des miRNA-Expressionsmuster auf die Pathogenese einer Pneumonie oder Sepsis 

schließen könnte, indem für einen bestimmten Erreger ein entsprechendes Profil identifiziert 

wird. Das würde nicht nur die Diagnostik vereinfachen, da viele Fokus- und Erregersuchen 

ohne Ergebnisse bleiben, sondern würde zu einer schnelleren und gezielteren Therapie 

führen. Das Gesamtüberleben der Patienten könnte so möglicherweise verbessert werden. Es 

gibt Studien die zeigen, dass Bakterien nicht nur untereinander über Vesikel mit genomischen 

Material kommunizieren, sondern auch mit Zellen ihres Wirtes. Dies kann für die Entstehung 

von Krankheiten mitverantwortlich sein.27 Es gibt schon Arbeiten, die eine Verbindung 

zwischen der Regulation von miRNAs und einer bakteriellen Infektion nachweisen.35  Führt 

man diesen Gedanken weiter, sollte es doch möglich sein, dieses bakterielle genetische 

Material in menschlichen Exosomen nachzuweisen und so eine schnelle Diagnostik zu 

ermöglichen. Ein anderer Gedanke wäre der Nachweis einer veränderten miRNA bei kranken 

Patienten im Gegensatz zu Gesunden, der durch den Einfluss eines Erregers auf das 

microRNA-Expressionsmuster erfolgt. Denn eine Herausforderung in der Therapie einer 

Sepsis ist, dass nur selten ein ursächliches Pathogen mikrobiologisch bestätigt wird. Nur in 

30-40% wird eine kulturpositive Sepsis beobachtet.11 Die Suche nach spezifischen Biomarkern 

für die Sepsis ist groß und microRNAs rücken hier immer mehr in den Fokus.13, 155 Andere 

interessante Biomarker für die Sepsis werden parallel zunehmend erforscht. Zum Beispiel der 

Wachstumsfaktor Progranulin, der durch unsere Arbeitsgruppe um Brandes und Borrmann et 

al., beim Beginn einer Sepsis zum Teil bessere Ergebnisse in der Diskriminierung zwischen 

Sepsis und Pneumonie erbrachte, als herkömmliche Biomarker wie das CRP und das IL-6.192   

Neue Therapieansätze der pulmonalen bakteriellen Infektion sowie akuter oder chronischen 

Infektionen der Lunge, könnten durch eine gerichtete Veränderungen der miRNAs erzielt 

werden.109 Dragomir et al. haben in einem Tierversuch die Möglichkeit eines Therapieansatzes 

der Sepsis durch eine Hemmung der miR-93-5p und folglich eine Modulation der 

Immunantwort gezeigt.144 Hong und Sharp et al. haben die miR-200c-5p als mögliches 

Therapeutikum untersucht. So konnte Einfluss auf den Knochenstoffwechsel ausgeübt 
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werden, indem sie die miR-200c-5p über Nanopartikel als Vektor in humane Preosteoblasten 

geschleust haben und so eine Hemmung der Ausschüttung von pro-inflammatorischen 

Mediatoren wie dem IL-6, herbeigeführt haben.193 Jiang und Liu et al. haben gezeigt, dass bei 

einem in-vitro Model die miR-500a-3p bei Nierenschädigung weniger exprimiert wird.171 Der 

zellprotektive Effekt dieser miRNA könnte jedoch genutzt werden, indem Liposomen damit 

beladen werden. Dies wiesen Zhang und Sun et al. nach, denn sie konnten mit miR-500a-3p 

beladene Liposomen nutzen, um den Zellschaden und die Entzündungsreaktion bei Cisplatin-

induzierter Nierenschädigung zu minimieren.172 Andere Krankheitsentitäten, die auch als 

Folge einer Sepsis auftreten können, sind ebenfalls von Interesse. Zum Beispiel zeigen Kong 

und Du et al. die Möglichkeit der miRNA als Angriffspunkt für neue Therapeutika im Rahmen 

von tiefen Venenthrombosen.166  

Das Forschungsfeld der RNAs ist bei weitem noch nicht ausgereizt. Eine 2020 veröffentlichte 

Studie von Khan und Brands et al. brachte eine neue RNA Klasse, die sog. zirkuläre RNA 

(engl. circRNA), zur weiteren Erforschung der Sepsis mit ins Spiel.194 Während die 

physiologische Funktion dieser circRNA noch weitgehend unbekannt ist, konnte die 

Arbeitsgruppe, wenn auch in einer kleinen Untersuchungskohorte, ein differenziertes 

Expressionsmuster v.a. in Monozyten zwischen Patienten mit einer ambulant erworbenen 

Pneumonie induzierten Sepsis und gesunden Probanden zeigen.194  

Einer der wichtigsten Aspekte bei all den experimentellen Forschungsergebnissen ist die 

dringende Notwendigkeit eines standardisiertes Studienprotokoll für die Erforschung von 

Exosomen und miRNAs, damit Studien aus aller Welt besser miteinander vergleichbar werden. 

Nur so kann eine globale Integration in den klinischen Alltag ermöglicht werden. 
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