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Abkürzungsverzeichnis 

Actb  actin beta 
AKI  acute kidney injury 
ALI  acute lung injury 
aq.dest.  aqua destillata 
ARDS  acute respiratory distress syndrome 
AUC  area under the curve 
CARS  compensatory antiinflammatory response syndrome 
CLP  cecal ligation and puncture 
Ct  cycle threshold 
DAMP  damage associated molecular pattern 
DHBA  Dihydroxybenzoesäure 
DMT1  divalent metal transporter 1 
Fth1  ferritin heavy chain 1 
Ftl1  ferritin light chain 1 
Gapdh  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
G-CSF  granulocyte colony-stimulating factor 
GM-CSF  granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
Gusb  glucuronidase beta 
HMGB1  high mobility group box protein 1 
Hprt1  hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 
i.p.  intraperitoneal 
ICG  Indocyanin-Grün 
IL-6  Interleukin-6 
IL-8  Interleukin-8 
KBE  Kolonie bildende Einheiten 
KS-Test  Kolmogorov-Smirnov-Test 
Lcn2  Lipocalin 2 
LPS  Lipopolysaccharid 
MMP-9  matrix metalloproteinase 9 
MODS  multiple organ dysfunction syndrome 
mRNA  messenger RNA 
MSC  Mesenchymale Stammzellen 
NF-κB  nuclear factor kappa B, Siehe 
NGAL  neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
NRAMP1  natural resistance-associated macrophage protein 1 
PAMP  pathogen associated molecular pattern 
PCI  peritoneal contamination and infection, peritoneal contamination and infection 
PRR  pattern recognition receptors 
qRT-PCR  real-time quantitative PCR 
RNA  ribonucleic acid 
ROC  receiver operating characteristics 
ROS  reaktive Sauerstoffspezies 
RT-PCR  reverse transcription polymerase chain reaction 
SIRS  systemic inflammatory response syndrome 
Slc22a17  solute carrier family 22 member 17 
SOFA  sequential [sepsis-related] organ failure assessment 
STAT3  signal transducer and activator of transcription 3 
Tfrc  transferrin receptor 
TGF-ß  transforming growth factor ß 
TLR  Toll-like Rezeptor 
TNF-α  Tumornekrosefaktor-alpha 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
vWF  Von Willebrand-Faktor
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Zusammenfassung 

 

Wissenschaftlicher Hintergrund 

Sepsis ist nach wie vor eine schwerwiegende Erkrankung mit einer vergleichsweise 

hohen Mortalität, deren pathophysiologische Zusammenhänge nur teilweise 

verstanden sind. Therapeutische Maßnahmen sind limitiert auf eine antibiotische 

Therapie und supportive intensivmedizinische Maßnahmen. Es bestehen keine 

ursächlichen Therapien, die den Verlauf der humanen Sepsis günstig beeinflussen 

können. Daher besteht eine Notwendigkeit, die komplexen Mechanismen der Sepsis 

besser zu verstehen.  

Fragestellung 

Transkriptomanalysen zeigten eine erhöhte Expression des Transkripts für Ngal im 

Modell der polymikrobiellen Sepsis. Daraus ergab sich die Frage, ob diese 

Expressionssteigerung von Ngal in den wichtigsten bei einer Sepsis beteiligten 

Organen mit Hilfe von RT-PCR-Messungen reproduziert werden kann, hierzu wurden 

die Organe Leber, Niere, Lunge und Herz untersucht, da diese als zentrale Organe 

maßgeblich von der Sepsis betroffen sind bzw. an deren Entstehung beteiligt sind. 

Weiterführend sollte anhand immunhistochemischer Untersuchungen NGAL in 

Proteinform auf zellulärer Ebene nachgewiesen werden, um hieraus Anhaltspunkte 

über die zellulären Syntheseorte und den systemischen NGAL-Metabolismus zu 

generieren.  

Methodik 

Als Modell der polymikrobiellen Sepsis wurde das PCI-Modell (peritoneal 

contamination and infection, PCI) verwendet. Hierbei erhielten 8-Wochen alte 

C57BL/6-Mäuse eine intraperitoneale Injektion einer standardisierten humanen 

Faeces-Suspension oder isotone Kochsalzlösung als Kontrollgruppe. Zum Zeitpunkt 

6h und 24h nach Injektion erfolgte die Organentnahme und anschließende 

Bestimmung der Transkriptionsveränderungen mittels RT-PCR. Der 

immunhistochemische Nachweis von NGAL erfolgte durch Einsatz eines 

polyklonalen NGAL-Antikörpers. 



 
 

Ergebnisse und Diskussion 

In den Organen Leber, Niere, Lunge und Herz kommt es im Rahmen einer 

polymikrobiellen Sepsis bereits nach 6 h zu einer ausgeprägten Hochregulation des 

Ngal-Transkripts, diese hält nach 24h an. Immunhistochemisch ist NGAL-Protein in 

der Leber in Hepatozyten und v.a. Makrophagen nachweisbar, in der Niere im 

proximalen Tubulusepithel, in der Lunge v.a. in Makrophagen, daneben auch 

vereinzelt in Pneumozyten. Hieraus lassen sich Hypothesen über die zellulären 

Syntheseorte und den Metabolismus von NGAL im Rahmen der Sepsis generieren. 

Ein maßgebliches Charakteristikum der Sepsis ist das Vorliegen einer dysregulierten 

Immunantwort mit einer initial überschießenden proinflammatorischen Reaktion 

(„Zytokinsturm“). Mehrere Studien konnten zeigen, dass verschiedene 

proinflammatorische Zytokine (v.a. IL-1ß, IL-6, TNF-α) in der Lage sind, die 

Expression von Ngal zu stimulieren, dies erklärt die ausgeprägte Steigerung der 

Ngal-Expression in der PCI-Gruppe nach 6h und 24h in allen untersuchten Organen. 

Daten aus der Literatur deuten darauf hin, dass im Mausmodell die Leber 

maßgeblich zu den deutlich erhöhten NGAL-Plasmaspiegeln beiträgt, dies erscheint 

insofern plausibel, als dass der Leber für die Elimination von aus dem Darm 

translozierten Bakterien und die Initiierung der initialen proinflammatorischen Akute-

Phase-Reaktion eine besondere Bedeutung zukommt. Es gibt weiterhin Hinweise, 

dass plasmatisches und damit systemisches NGAL renal reabsorbiert wird, sodass 

der Niere im Stoffwechsel des NGAL eine Doppelfunktion zukommt, zum einen ist sie 

durch glomuläre Filtration der niedermolekularen Formen des NGAL und deren 

Reabsorbierung für die Regulation des plasmatischen Spiegels mitverantwortlich, 

zum anderen wird in den Tubulusepithelien selbst NGAL – als Ausdruck einer lokalen 

Nierenschädigung – synthetisiert. Der immunhistochemische Nachweis von NGAL-

Protein im proximalen Tubulusepithel kann also plasmatischen Ursprunges sein und 

muss nicht zwingend lokal synthetisiertem NGAL entsprechen, dies ließe sich zum 

Beispiel durch den immunhistochemischen Nachweis der Ngal-mRNA weiter 

differenzieren. Auf systemischer Ebene hat NGAL im Rahmen einer akuten Infektion 

zweifelsfrei einen protektiven Effekt auf den Organismus, dies wurde in mehreren 

Studien anhand der erhöhten Sterblichkeit von NGAL-depletierten Mäusen oder nach 

NGAL-Administration gezeigt. Maßgeblich ist hierbei die bakteriostatische Funktion 

von NGAL, die durch nicht redundante Funktionen in der Regulation des 

Eisenstoffwechsels im Rahmen einer Infektion vermittelt wird (Bindung bakterieller 



 
 

Siderophore, Ausbildung einer Entzündungsanämie), darüber hinaus spielt dies 

jedoch auf für zellregenerative Prozesse und Regulation apoptotischer Vorgänge 

eine Rolle. Weiterhin ist es für die Funktion der Neutrophilen essentiell und wirkt 

regulierend auf die Ausschüttung pro- und antiinflammatorischer Zytokine, ob auch 

diese Effekte rezeptorvermittelt ablaufen und mit dem Transport von Eisen über die 

Zellmembran assoziiert sind, ist bis dato nicht bekannt. Studien die ein verbessertes 

Überleben nach exogener Gabe von NGAL zeigten, könnten Anlass geben NGAL als 

potenzielles Therapeutikum im Rahmen der Sepsis weiter zu erforschen. Zahlreiche 

Studien und Metaanalysen liegen in Bezug auf die mögliche Eignung von NGAL als 

Biomarker vor (insb. der akuten Nierenschädigung). Da es in allen untersuchten 

Organen zu einer deutlichen Expressionssteigerung von Ngal im Rahmen der Sepsis 

kommt, sind entsprechende Korrelationen von NGAL mit Funktionsparametern eines 

Organes im Hinblick auf die Eignung als Biomarker aufgrund der geringen Spezifität 

kritisch zu sehen. 

Schlussfolgerungen und Ausblick 

NGAL ist ein essentieller Bestandteil des unspezifischen Immunsystems, ein 

deutlicher Hinweis hierfür ist die erhöhte Morbidität und Mortalität NGAL-depletierter 

Mäuse bei gram-negativen Infektionen (Flo et al. 2004, Berger et al. 2006, Srinivasan 

et al. 2012). Dabei übt NGAL bakteriostatische Funktionen aus, in dem es durch 

Bindung an bakterielle Siderophore, das für das bakterielle Wachstum notwendige 

Eisen limitiert. Darüber hinaus ist NGAL wichtiger Bestandteil der Eisenhomöostase 

und trägt zur Ausbildung einer sog.  Entzündungsanämie bei und hat weitere 

wichtige immunmodulatorische Effekte, die sich protektiv-regulierend auf die Funktion 

und Homöostase des Immunsystems auswirken. Vor diesem Hintergrund ist die 

Erforschung des NGAL-Metabolismus im Rahmen der Sepsis von großem Interesse. 

Um Aussagen über die Syntheseorte und die Dynamik der Ngal-Expression treffen 

zu können, wurden in der vorliegenden Arbeit die Expressionsveränderungen von 

Ngal im PCI-Modell der Sepsis in verschiedenen, maßgeblichen von der Sepsis 

betroffenen Organen zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen. Folgende 

Hauptaussagen lassen sich hieraus ableiten (siehe hierzu auch Abbildung 27): 

 Es existiert eine organübergreifende ausgeprägte Ngal-Hochregulation im 

PCI-Modell der Sepsis, die bereits nach 6h deutlich ausgeprägt ist und nach 



 
 

24h weiterhin anhält, dabei ist die Reaktion insbesondere in der Leber auch 

nach 24h konsistent hoch. 

 In der Leber und zum Teil auch im Herzen kommt es bereits durch die 

Scheinbehandlung zu einer moderaten Hochregulation von Ngal, dies deutet 

daraufhin, dass NGAL nicht ausschließlich als Ausdruck einer 

Organschädigung zu sehen ist, sondern zumindest zum Teil mit dem 

inflammatorischen Stimulus per se assoziiert ist. 

 Immunhistochemisch konnte NGAL in verschiedenen Zelltypen nachgewiesen 

werden, in der Leber sind dies Makrophagen und Hepatozyten, in der Niere 

Tubuluszellen und in der Lunge Typ II-Pneumozyten und Makrophagen. Ob 

das nachgewiesene NGAL dort synthetisiert oder aus dem Plasma 

aufgenommen wurde, lässt sich hierbei nicht differenzieren und könnte 

Gegenstand weiterer Arbeiten sein. 

 Die Messungen der Ngal-Rezeptor-Expression zeigen organübergreifend eine 

im Vergleich zu den Veränderungen der Ngal-Expression geringfügige 

Herabregulation, dies korreliert mit mittlerer bis hoher Effektstärke mit der 

gegensätzlichen Ngal-Hochregulation. Die Ursache hierfür ist zu klären, 

beispielsweise könnte eine Herabregulation des NGAL-Rezeptors zu einer 

erhöhten systemischen Verfügbarkeit von NGAL beitragen. 

Viele Zusammenhänge bezüglich des NGAL-Metabolismus sind jedoch weiterhin 

unklar. Dabei wären in weiteren Forschungsarbeiten unter anderem folgende Fragen 

zu klären:  

 Welchen Regulationsmechanismen unterliegt NGAL und dessen spezifischer 

Rezeptor? Hat der Rezeptor eine unterschiedliche Affinität für Apo- vs. Holo-

NGAL ? Gibt es neben dem membranständigen Rezeptor einen löslichen 

Rezeptor wie dies beim Transferrin-Rezeptor der Fall ist? 

 Welches Organ trägt in welchem Umfang zum NGAL-Plasmaspiegel bei? 

Studien zeigen hier uneinheitliche Daten (Leber vs. Niere als Hauptquelle des 

systemischen NGAL), aufgrund der Heterogenität der Studien ist die 

Vergleichbarkeit zum Teil eingeschränkt. 

Von besonderem Interesse ist zudem die Erforschung eines therapeutischen 

Einsatzes von NGAL. Hierzu konnte bereits ein verbessertes Überleben im PCI-



 
 

Modell nach exogener Zufuhr von NGAL 1h post infectionem gezeigt werden (Otto et 

al. 2015). Hier besteht weiterer Forschungsbedarf hinsichtlich offener Fragen: 

 Dosisabhängigkeit des NGAL-Effektes? Abhängigkeit des Effektes vom 

Zeitpunkt einer exogenen NGAL-Gabe? Welchen Einfluss haben Co-

Morbiditäten auf den Effekt? 

 Auch eine potenzielle biotechnologische Modifizierbarkeit der Liganden-

Bindungstasche mit dem Ziel die Eisenbindungsfähigkeit von NGAL zu 

steigern, könnte in der Zukunft für therapeutische Zwecke von Interesse sein 

(Bao et al. 2015). 

 
 

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des NGAL-Metabolismus mit Zusammenfassung der wesentlichen 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. 
Die Ngal-Expression wird maßgeblich durch den Einfluss proinflammatorischer Zytokine und 
Mediatoren gesteigert, dies führt im PCI-Modell der Sepsis zu einer organübergreifend ausgeprägten 
Ngal-Expressionssteigerung. NGAL bindet im Plasma bakterielle Siderophore und daran gebundenes 
Eisen, hierdurch trägt es zur Ausbildung einer Hypoferrämie (Entzündungsanämie) bei und begrenzt 
so das bakterielle Wachstum. Die Aufnahme des NGAL-Siderophor-Komplexes stellt dabei neben 
dem Transferrin-System einen weiteren Mechanismus zur Aufnahme von Eisen in die Zelle dar und 
hat dadurch Einfluss auf die Translation eisensensitiver Gene wie Ferritin und den Transferrin-
Rezeptor. Die Expression des Ngal-Rezeptors wird im PCI-Modell geringfügig herabreguliert. 
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1 Einleitung 

1.1 Bedeutung und Mechanismen der Sepsis 

Die Sepsis ist eine systemische Reaktion auf eine schwere Infektion des Wirtes. 

Hierbei spielen sowohl inflammatorische als auch antiinflammatorische Antworten 

des Immunsystems eine bedeutende Rolle, im Verlauf kommt es dabei zu einer 

gestörten Homöostase des Immunsystems mit „immunologischer Dissonanz“ (Bone 

et al. 1997), was zum Fortschreiten der Erkrankung mit Dysfunktion mehrerer Organe 

führen und mit dem Tod enden kann. Die genauen Ursachen und Zusammenhänge, 

die zu dieser Störung führen, sind bis heute unzureichend verstanden. 

Die Sepsis ist in Deutschland nach kardiovaskulären Erkrankungen die 

zweithäufigste Todesursache, basierend auf Daten des deutschen Sepsis-

Netzwerkes aus dem Jahr 2005 (Brunkhorst 2006), sie hat damit auch eine hohe 

gesundheitsökonomische Bedeutung.  

Die Letalität ist hoch und lag im Progress-Register, in das über 12 000 Patienten 

eingeschlossen wurden, bei knapp 50% (Martin et al. 2009). Im Jahre 1992 wurde im 

Rahmen der Konsensus-Konferenz des American College of Chest Physicians und 

der Society of Critical Care Medicine (APPC/SCCM) eine Definition der Sepsis 

erarbeitet (Bone et al. 1992), die sich auch in den Leitlinien 2010 wiederfand 

(Reinhart et al. 2010). 2015 wurden diese Kriterien aufgrund von Fortschritten und 

neuen Erkenntnissen in der Pathobiologie, im Management und der Epidemiologie 

der Sepsis von einem Expertengremium überarbeitet und 2016 eine neue 

Consensus-Definition („SEPSIS-3“) veröffentlicht. Demnach lag beim vorherigen 

Modell, das ein systemic inflammatory response syndrome (SIRS), eine Sepsis und 

eine schwere Sepsis sowie einen septischen Schock unterschied, der Fokus zu sehr 

auf der Komponente der Inflammation, zudem war nach Meinung der Autoren die 

Spezifität und Sensitivität der Kriterien zur Diagnose eines SIRS zu gering (Singer et 

al. 2016). Nach der nun aktuellen Definition wird eine Sepsis als lebensbedrohliche 

Organdysfunktion angesehen, die durch eine dysregulierte Immunantwort auf eine 

Infektion ausgelöst wird (Singer et al. 2016). Zur Beurteilung einer der sechs 

berücksichtigten Organ(dys)funktion wird der sequential [sepsis-related] organ failure 

assessment score (SOFA-Score) herangezogen, der einen Punktewert von 0-4 ergibt 

(siehe Abbildung 2). Bei einer akuten Änderung des SOFA-Scores um 2 oder mehr 

Punkte liegt eine Organdysfunktion vor. Der septische Schock wird als spezielle 
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Form der Sepsis definiert, bei der die zugrundeliegenden zellulären und 

metabolischen Störungen sowie Störungen des Kreislaufes derart ausgeprägt sind, 

dass eine Therapie mit Vasopressoren notwendig ist, um den mittleren arteriellen 

Druck >65mmHg zu halten, und trotz Flüssigkeitstherapie ein erhöhter Serum-Laktat-

Spiegel (>2 mmol/l) messbar ist (Singer et al. 2016). 

 

Abbildung 2: SOFA-Score 
Darstellung der für die Beurteilung relevanten Organsysteme und deren Messparameter (Atmung, 
Gerinnung, Leber, Herz-Kreislauf, ZNS und Niere). Je nach Ausmaß der Veränderungen wird für jedes 
System ein Punktewert von 0 (geringste) bis 4 (schwerste Funktionsstörung) vergeben. Die einzelnen 
Punktewerte werden dann addiert (Singer et al. 2016). 

 

Pathophysiologisch konnten in Studien verschiedene, unabhängige Faktoren, die bei 

der Entwicklung der Erkrankung eine wichtige Rolle spielen, identifiziert werden. 

Grundsätzlich kommt es bei einer Inokulation eines infektiösen Agens zunächst zu 

einer lokalen Entzündungsreaktion mit dem Ziel, den Herd einzugrenzen, den Keim 

zu eliminieren und den Ausgangszustand wiederherzustellen. Eine wichtige Rolle 

spielen hierbei die natürlichen epithelialen Barrieren sowie die Zellen des 

unspezifischen Immunsystems, primär sind hierbei ortsständige Makrophagen 

beteiligt, welche über Zytokine, z.B. Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α), Interleukin-6 

(IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und andere Mediatoren weitere Zellen, hierunter 

dendritische Zellen und zirkulierende neutrophile Granulozyten an den Ort der 

Infektion rekrutieren. Weiterhin werden E- und P-Selektine am Endothel induziert, 

welche eine Verlangsamung und ein Andocken der Neutrophilen an das Endothel 

bewirken, was in der Folge über Chemokine (z.B. IL-8) eine feste Bindung der 
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Leukozyten zum Endothel und eine anschließende Migration ins Gewebe begünstigt 

(Butcher 1991). 

Makrophagen und Neutrophile haben als phagozytierende Zellen eine elementare 

Funktion in der primären Abwehr des Erregers. Sie sind in der Lage durch die 

Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und weiterer antimikrobieller Substanzen 

(Lysozym, Defensine, Proteasen) Bakterien intrazellulär abzutöten. Als Zellen des 

unspezifischen Immunsystems erkennen sie über sog. pattern recognition receptors 

(PRR) mikrobielle Strukturen, die von vielen Bakterien, Viren oder Pilzen exprimiert 

werden, aber auch Komplementfaktoren und Immunglobuline (Stearns-Kurosawa et 

al. 2011). Die am besten charakterisierten PRR sind hierbei die Toll-like Rezeptoren 

(TLR), von denen mindestens zehn  Entitäten bekannt sind. Beispielsweise spielt 

TLR4 über die Bindung von Lipopolysacchariden (LPS) bei der Erkennung gram-

negativer Bakterien eine wesentliche Rolle. 

Kann die Infektion durch Mechanismen der unspezifischen Abwehr nicht lokal 

eingedämmt werden, kann es zu einer systemischen Reaktion kommen, in deren 

Folge es zu einer Störung der Homöostase zwischen pro- und antiinflammatorischen 

Antworten kommen kann. Es wurde gezeigt, dass bereits in der frühen Phase der 

Infektion antiinflammatorische Mediatoren freigesetzt werden, welche das Ausmaß 

der Entzündungsreaktion begrenzen sollen. Da diesem Prozess vormals eine 

besondere Bedeutung zuerkannt wurde, erfolgte bei dem postulierten Überwiegen 

dieser Mechanismen die Bezeichnung eines compensatory antiinflammatory 

response syndrome (CARS) (Bone 1996). In welchem Ausmaß welche Reaktion 

erfolgt, hängt unter anderem von der Lokalisation und dem dort herrschenden 

Mikromilieu ab, dies wurde als sog. „Kompartmentalisierung“ der Immunantwort 

bezeichnet (Cavaillon und Annane 2006). Weitere Faktoren, die Art und Ausmaß der 

Wirtsreaktion determinieren, sind das Alter und die Vorerkrankungen des Patienten. 

Weiterhin konnten folgende, an der immunsuppressiven Antwort beteiligte Faktoren 

in Studien belegt werden: Shift von proinflammatorischen Th1 zu 

antiinflammatorischen Th2-Helferzellen und damit in Verbindung stehende Anergie 

von T-Lymphozyten, Apoptose von CD4+-Lymphozyten, B-Lymphozyten und 

intestinalen epithelialen Zellen (Hotchkiss und Karl 2003). 

Von diesen Faktoren abhängig sind verschiedene in Abbildung 3 dargestellte 

Szenarien der Immunantwort möglich, welche das frühe Versterben von Patienten im 

Rahmen einer Hyperinflammation und das spätere Versterben durch eine 
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persistierende Immunsuppression und rekurrierende Infektionen erklären könnten 

(Hotchkiss et al. 2013). 

 

Abbildung 3: Vereinfachte und schematisierte Darstellung der möglichen Wirtsreaktionen im 
Rahmen einer Sepsis (Hotchkiss und Karl 2003). 
 

Im Verlauf der Sepsis kommt es aufgrund der dysregulierten Wirtsantwort häufig zu 

einer oder mehreren Organdysfunktionen, was dann als Multi-Organ-

Dysfunktionssyndrom (multiple organ dysfunction syndrome, MODS) bezeichnet wird 

(Bone 1996), das durch eine hohe Letalität charakterisiert ist (Bone et al. 1997) und 

das leitende Kriterium für die aktuelle Krankheitsdefinition („SEPSIS-3“) darstellt 

(Singer et al. 2016). Welche Mechanismen hierfür ursächlich sind, ist unzureichend 

verstanden. Als ein wesentlicher Faktor wird die Mikrozirkulationsstörung wichtiger 

Organe gesehen, hierbei kommt es durch ein lokales hyperinflammatorisches Milieu 

zu einer endothelialen Dysfunktion mit gestörter Gefäßpermeabilität und Bildung von 

Mikrothromben, in dessen Folge die Sauerstoffausschöpfung des Blutes 

eingeschränkt ist und es zu Minderperfusion der Organe kommen kann (Ince 2005). 

Hierzu gegensätzlich wurde an einer Autopsie-Studie von Hotchkiss et al. gezeigt, 

dass die Organe von akut verstorbenen Patienten weit weniger histologische 

Veränderungen aufwiesen als anhand der klinischen Organdysfunktion zu erwarten 

gewesen wäre. Darauf basierend wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Zellen in 

einen Ruhezustand verfallen, was die teilweise zu beobachtende, vollständige 

Restitutio ad Integrum bei von schwerer Sepsis betroffenen Patienten erklären 

könnte (Hotchkiss und Karl 2003). Zunehmend gewinnt auch das Konzept eines 
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Ungleichgewichtes zwischen induziertem Organschaden und Wiederherstellung der 

ursprünglichen Funktion an Bedeutung (Bauer et al. 2018). Hierbei spielen die 

Modelle der Krankheitstoleranz und Resistenz eine zentrale Rolle. Dabei 

subsummiert der Begriff der Krankheitstoleranz verschiedene Mechanismen, die es 

dem Organismus ermöglichen eine Infektion zu tolerieren ohne das infektiöse Agens 

zu eliminieren (Medzhitov et al. 2012). Die Resistenz hingegen bezeichnet die 

Abwehrmechanismen mit dem primären Ziel der Keimelimination. Es existieren 

einige Hinweise, dass ein gestörtes Gleichgewicht mit Überwiegen der 

Resistenzmechanismen gegenüber Strategien der Krankheitstoleranz maßgeblich zu 

den sepsisinduzierten Organschäden beiträgt, dabei sind sowohl eine Dysregulation 

der zellulären Signaltransduktion als auch metabolischer Funktionen bedeutsam 

(Bauer et al. 2018). 

Klinisch kommt es bei einer Sepsis häufig zu einem vorhersehbaren Verlauf mit 

früher respiratorischer Insuffizienz im Rahmen eines Lungenversagens, dann werden 

Nieren- und Leberschäden manifest (Deitch 1992). Eine Nierenschädigung tritt bei 

Patienten mit schwerer Sepsis allerdings bereits wesentlich früher ein (Poukkanen et 

al. 2013), wird jedoch durch den Anstieg des Kreatinin bei erst >50% 

Nierenschädigung spät entdeckt. Nachfolgend sollen die Veränderungen der 

einzelnen Organe während einer Sepsis dargestellt werden. 

1.2 Sepsisinduzierte Organschäden und die Rolle der einzelnen 

Organe im Rahmen der Sepsis 

1.2.1 Niere 

Die Niere spielt eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der Sepsis. Es ist bekannt, 

dass die Sepsis den häufigsten Grund für eine akute Nierenschädigung (acute 

kidney injury, AKI) auf Intensivstationen darstellt (Uchino et al. 2005) und dass 

Patienten mit AKI eine höhere Mortalität aufweisen (Bagshaw et al. 2008). Weiterhin 

besteht erwartungsgemäß eine positive Korrelation zwischen der Schwere des AKI 

und der Mortalität bei kritisch kranken Patienten, beim dialysepflichtigen AKI liegt die 

Mortalität bei 40-50% (Wald et al. 2015) bzw. bei 60-80%, sofern weitere 

Organdysfunktionen vorliegen (Chao et al. 2012, Chertow et al. 1995).  

Hierfür ursächlich wird eine Reihe von Mechanismen diskutiert. Die dabei 

eingeschränkte Eliminierung harnpflichtiger Substanzen scheint nicht der 

entscheidende Faktor zu sein, zum einen hat sich seit Einführung der 
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Nierenersatztherapie die Mortalität des AKI bei kritisch Kranken nicht wesentlich 

verringert, zum anderen konnte gezeigt werden, dass Patienten mit nicht 

dialysepflichtigem AKI eine höhere Mortalität aufweisen als Patienten mit terminaler 

Niereninsuffizienz (Clermont et al. 2002). Hierbei spielen unter anderem auch an 

anderen Organen induzierte Schäden eine Rolle, beispielsweise konnte gezeigt 

werden, dass über eine Erhöhung von high mobility group box protein 1 (HMGB1) 

durch die geschädigte Niere und konsekutive Aktivierung von TLR4 in der Lunge 

eine Neutrophilen- Infiltration induziert wird (Doi 2016).   

In Bezug auf die Entstehung der Nierenschädigung im Rahmen der Sepsis gilt das 

frühere Paradigma, dass ein reduzierter renaler Blutfluss der entscheidende und 

möglicherweise alleinige Faktor für die Entstehung des AKI bei Sepsis ist, 

mittlerweile als überholt. So konnte gezeigt werden, dass ein AKI auch bei erhöhtem 

renalen Blutfluss entstehen kann (Langenberg et al. 2005, Langenberg et al. 2006). 

Es gibt mehrere Hinweise, dass folgende drei Mechanismen bei der Entstehung des 

septischen AKI maßgeblichen Anteil haben: 1. inflammatorische Prozesse 2.eine 

gestörte Mikrozirkulation und 3. adaptive Zellreaktionen auf die Schädigung (Zarbock 

et al. 2014), dies soll im Folgenden skizziert werden. 

Inflammatorische Mediatoren von Pathogenen (pathogen associated molecular 

pattern, PAMP) und von aktivierten Zellen des Immunsystems (damage associated 

molecular pattern, DAMP) werden nicht nur von Immunzellen erkannt, sondern lösen 

auch eine Reaktion an epithelialen oder parenchymatösen Zellen aus, dies geschieht 

z.B. über den membranständigen TLR4 als „Prototyp“ eines PRR. PAMP/DAMP 

können das tubuläre Epithel sowohl über die peritubuläre Mikrozirkulation als auch 

über die tubuläre Zellseite nach glomerulärer Filtration erreichen und eine 

immunmodulatorische Zellantwort auslösen. Kommt es zu einer überschießenden 

Immunantwort („Zytokin-Sturm“), wie es bei der Sepsis der Fall ist, können 

Zellschäden auch in anderen Organen entstehen (remote organ failure) (Zarbock et 

al. 2014). Verstärkt wird dieses „Gefahren“-Signal u.a. durch die verlängerte 

Kontaktzeit von aktivierten Leukozyten und inflammatorischen Mediatoren mit dem 

tubulären Epithel in low flow-Arealen im Rahmen der Mikrozirkulationsstörung, 

hierbei entsteht durch die Gewebshypoxie zusätzlicher oxidativer Stress (Gomez et 

al. 2014). Dementsprechend werden im Tiermodell bereits vier Stunden nach einer 

caecalen Ligatur und Punktion erhöhte Konzentrationen an reaktiven Sauerstoff- und 

Stickstoffspezies festgestellt, die vor allem in Bereichen ohne kapillären Blutfluss 
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auftreten (Wang et al. 2012) und dort histologisch zur typischen apikalen 

Vakuolenbildung führen (Wu et al. 2007). Interessanterweise finden sich darüber 

hinaus beim septischen AKI kaum histopathologische Veränderungen, inbesondere 

zeigen sich gegenüber dem Modell der Ischämie mit anschließender Reperfusion 

(ischemia-reperfusion injury) oder einer Hämorrhagie kaum Anzeichen einer Nekrose 

oder Apoptose (Rosen und Heyman 2001, Sato et al. 1978), was die mögliche 

Restitutio ad Integrum bei Sepsispatienten erklären kann. Es gibt Hinweise, dass 

epitheliale Tubuluszellen durch Umorganisierung der Energienutzung und einer 

Induktion von Mitophagie und Zellzyklusarrest die Apoptose zunächst verhindern 

können (Gomez et al. 2014). 

Andererseits muss erwähnt werden, dass eine akute Nierenschädigung nicht 

ausschließlich als Folgeerscheinung einer Sepsis diskutiert werden darf. Eine 

vorbestehende Nierenschädigung erhöht das Risiko einer Infektion um ein 

Vielfaches, sodass die Nierenfunktion und im Besonderen die tubuläre Dysfunktion 

eine wichtige immunmodulatorische Rolle spielen, weiterhin gibt es Hinweise, dass 

inflammatorische Kaskaden, die durch eine endotheliale Dysfunktion im Rahmen 

eines SIRS ausgelöst werden, bei einer vorbestehenden Nierenschädigung weiter 

„dysreguliert“ werden (Honore et al. 2011). 

1.2.2 Leber  

Die Leber spielt aufgrund ihrer zentralen Funktion als Stoffwechselorgan und als 

Hauptorgan für die Elimination von Bakterien aus dem mesenteriellen Gefäßbett eine 

Schlüsselrolle bei der Sepsis (Nesseler et al. 2012). Trotz ihrer Wichtigkeit existieren 

nach wie vor keine verlässlichen diagnostischen Mittel, die in der klinischen Routine 

eine frühe Leberschädigung nachweisen können (Dhainaut et al. 2001), sodass die 

Inzidenz der Leberschädigung weiterhin nicht genau einzuschätzen ist; die Daten 

variieren je nach Definition der Leberschädigung und Beobachtungszeitraum deutlich 

zwischen 2,75- 20% für das akute Leberversagen und 35-46% für die akute 

Leberdysfunktion, meist ist Bilirubin der am häufigsten verwendete „Biomarker“ zur 

Diagnose einer Leberdysfunktion (Nesseler et al. 2012).  

In einer prospektiven Beobachtungsstudie wurden Marker der Leberschädigung im 

Rahmen der Sepsis ex vivo und in vivo evaluiert, hierbei konnte mittels intravenös 

verabreichtem Indocyanin-Grün (ICG) gezeigt werden, dass neben der 

beeinträchtigen Mikrozirkulation v.a. die exkretorische Funktion der Leber besonders 

sensitiv für schädliche Stimuli beim septischen Patienten ist (Kortgen et al. 2009). 
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Die Daten dieser Studie zeigen auch, dass mittels Monitoring des ICG bei 74% eine 

akute Leberschädigung nachgewiesen werden kann, im Vergleich zu einer Inzidenz 

von lediglich 42% bei der Verwendung von Bilirubin als Marker, das beim kritisch 

Kranken weiteren Einflussfaktoren ausgesetzt ist (Kortgen et al. 2009). Dies deutet 

darauf hin, dass es bei einer Sepsis bereits früh zu einer Leberdysfunktion kommt, 

die mit Routineparametern schlecht messbar ist. Für eine frühe Leberschädigung 

ergaben sich auch in experimentellen Studien am PCI-Modell (peritoneal 

contamination and infection, PCI)  der Sepsis weitere Belege (Recknagel et al. 2012).  

 

Klinisch können bei einer akuten Leberschädigung zwei gut charakterisierte 

Veränderungen beobachtet werden, zum einen kann es im Rahmen von 

hämodynamischen Einschränkungen zur einen akuten hypoxischen Hepatitis mit 

Leberzellnekrose kommen, die durch einen akuten und ausgeprägten, aber meist 

transienten Anstieg der Transaminasen sowie einen akuten Abfall des 

Prothrombinlevels (mit entsprechender Blutungsneigung) charakterisiert ist. Die hier 

vorherrschenden Mechanismen sind komplex und unvollständig verstanden, ein 

wesentlicher Faktor scheint die Schädigung im Rahmen einer Reperfusion nach 

vorhergehender Ischämie zu sein (Nesseler et al. 2012). Zum anderen die Sepsis-

induzierte Cholestase als Folge eines zunehmenden intrahepatischen Schadens, der 

durch eine meist intrahepatische Cholestase mit Anstieg des Bilirubins 

vergesellschaftet ist. Die zur Bildung und Sekretion der Galle notwendigen 

energieaufwendigen Mechanismen werden hierbei durch Hypoxie und/oder 

Hypoperfusion empfindlich gestört (Fuchs und Sanyal 2008). 

Die Vorstellung, dass es bei der Sepsis zu einem typischen biphasischen Verlauf mit 

initialer ischämisch-hypoxischer Hepatitis und einer einige Tage verzögert 

auftretenden Cholestase kommt, kann jedoch für das Kollektiv der Patienten mit 

septischem Schock nicht bestätigt werden, da es bereits vom ersten Tag an zu einer 

Störung der exkretorischen Funktion kommt und nur ein geringer Teil der 

Sepsispatienten den beschriebenen ausgeprägten Transaminasenanstieg als 

Korrelat der hypoxischen Hepatitis zeigt (Kortgen et al. 2009). 

 

Darüber hinaus trägt die Leber durch ihre Reaktion auf einen septischen Stimulus 

auch selbst maßgeblich zur Verstärkung bzw. Modulation der Immunantwort bei. 

Zum einen hat sie durch Synthese von Akute-Phase-Proteinen maßgeblichen Anteil 
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an der systemischen proinflammatorischen Antwort, dies wird hauptsächlich über IL-

6 getriggert (Vary und Kimball 1992). Zum anderen kommt es im Rahmen der Akute-

Phase-Antwort zu einer Hemmung des Protein C-Stoffwechsels und in der Folge zu 

einer pro-koagulatorischen Wirkung auf den Organismus (Nesseler et al. 2012). 

Weiterhin stellen die in der Leber ortsständigen Kupffer-Zellen 80% der Gesamt-

Makrophagen-Population dar und spielen eine wichtige Rolle für die Eliminierung von 

Bakterien und Endotoxinen sowie für die Verstärkung der inflammatorischen Antwort 

durch Zytokinproduktion (TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-8, IL-6, G-CSF, IL-12, IL-18, GM-

CSF). Darüber hinaus interagieren Kupffer-Zellen mit anderen Blutzellen (Thrombo-, 

Erythro- und Leukozyten) (Nesseler et al. 2012, Dhainaut et al. 2001). Durch die 

Adhäsion von Neutrophilen an sinusoidale endotheliale Zellen wird die Bildung von 

sinusoidalen Mikrothromben gefördert und damit die hepatische Mikrozirkulation 

negativ beeinflusst (Dhainaut et al. 2001). Auf molekularer Ebene kommt es durch 

Lipopolysaccharide (LPS) zu zytotoxischen Effekten auf die Hepatozyten und zur 

Induktion metabolischer Veränderungen durch die Hepatozyten. In Bezug auf die von 

Kupffer-Zellen produzierten Zytokine ist insbesondere TNF-α von zentraler 

Bedeutung für die Entwicklung einer Sepsis, unter anderem in dem es die Produktion 

von IL-6 durch Hepatozyten stimuliert (Nesseler et al. 2012). IL-6 wiederrum ist selbst 

eines der zentralen proinflammatorischen Zytokine, das die Produktion der Akute-

Phase-Proteine stimuliert (Dhainaut et al. 2001), andererseits jedoch auch die 

Bildung von transforming growth factor ß (TGF-ß) induziert, das als wichtiges 

antiinflammatorischen Zytokin das Ausmaß der inflammatorischen Antwort begrenzt 

(Ayala et al. 1993). Ein weiteres wichtiges Zytokin, das zur hepatozellulären 

Schädigung beiträgt, ist das ebenfalls von Kupffer-Zellen produzierte IL-18, das über 

die Bildung von Interferon-γ zur Apoptose von Hepatozyten beiträgt (Tsutsui et al. 

1997). Einschränkend hierzu bemerkten Recknagel et al., dass die aktuellen 

Erkenntnisse hauptsächlich auf Experimenten beruhen, die mit Endotoxämie-

Modellen arbeiteten und stellten fest, dass sich die Wirtsreaktion in einem PCI-Modell 

deutlich von den Endotoxämie-Modellen unterscheidet, was die klinische 

Anwendbarkeit der oben beschriebenen Erkenntnisse im Kollektiv von 

Sepsispatienten deutlich einschränkt. Im PCI-Modell kommt es zu einer deutlich 

geringeren Ausschüttung von Zytokinen, wohingegen deutlich häufiger eine 

Cholestase mit resultierender Gelbsucht beobachtet wird (Recknagel et al. 2013). 
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Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Leber mit erregerspezifischen 

molekularen Signaturen reagiert, dies konnte beim Vergleich des PCI-Modells mit 

intraperitonealer und systemischer Candida-Infektion sowohl auf transkriptioneller als 

auch auf metabolischer Ebene gezeigt werden (Schaarschmidt et al. 2018). Auf 

transkriptioneller Ebene wurden hierbei Veränderungen in 56 funktionellen 

Netzwerken identifiziert, die spezifisch für das PCI-Modell waren. Insgesamt zeigte 

sich in dieser Studie im frühen Stadium der Infektion (nach 6h) unabhängig vom 

Erreger eine Herabregulation des Lipid-Stoffwechsels mit Defekten in der ß-Oxidation 

und eine Herabregulation der Gallensäuresynthese. Die Unterschiede auf 

metabolischer Ebene bestanden unter anderem in einer Akkumulation unkonjugierter 

(PCI-Modell) vs. konjugierter (Candida-Infektion) Gallensäuren und einer Störung der 

exkretorischen Funktion (PCI-Modell) vs. prähepatischer Dysfunktion für den 

Transport verschiedener Substanzen (Candida-Infektion) (Schaarschmidt et al. 

2018). 

1.2.3 Lunge 

Wie in Abschnitt 1.1 beschrieben, kommt es im Verlauf einer Sepsis häufig zu einer 

Lungenschädigung (acute lung injury, ALI) und im Vollbild zu einem Lungenversagen 

(acute respiratory distress syndrome, ARDS). Ungefähr 40% der Sepsispatienten 

entwickeln ein ALI/ARDS (Newman 1985, Hudson et al. 1995, Tsushima et al. 2009). 

Welche pathophysiologischen Mechanismen zur Entwicklung einer 

Lungenschädigung bei der Sepsis führen ist nur unzureichend verstanden (Perl et al. 

2011). Die resultierende Pathologie ist letztlich eine Beeinträchtigung der alveolo-

kapillären Barriere, was zur Ausbildung eines proteinreichen Ödemes im Interstitium 

und in den Alveolen führt und in der Folge den Gasaustausch beeinträchtigt (Perl et 

al. 2011). Eine wichtige Rolle spielen hierbei verschiedene Chemokine und Zytokine, 

hierbei sind insbesondere IL-8, TGF-ß und vascular endothelial growth factor (VEGF) 

zu nennen (Sharp et al. 2015). So kommt es unter anderem durch IL-8 getriggert zu 

einer vermehrten Rekrutierung und Aktivierung neutrophiler Granulozyten, die durch 

die Freisetzung proteolytischer Enzyme und reaktiver Sauerstoff- und 

Stickstoffspezies zu einer weiteren Gewebsschädigung beitragen (Sharp et al. 2015). 

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Apoptose epithelialer alveolärer Zellen, ob dies 

Folge oder Ursache der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten ist, ist bisher 

ungeklärt (Perl et al. 2011). Auf Ebene des Endothels kommt es durch die 

Inflammation zu einer Aktivierung des Gerinnungssystems durch die Expression von 
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Gewebe- und von Willebrand-Faktor (vWF) und eine gleichzeitig verminderte Aktivität 

der von Willebrand-Faktor spaltenden Protease (ADAMTS13), was die Ausbildung 

von Mikrothromben begünstigt (Claus et al. 2009). Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass Endotoxin von gram-negativen Bakterien in der Lage ist über TLR4 am 

Endothel eine Reihe von Immunantworten auszulösen (Maniatis et al. 2008). 

1.2.4 Herz 

Die myokardiale Depression im Rahmen der Sepsis ist ein bekanntes Phänomen, 

auch wenn keine validen Daten zur Häufigkeit vorliegen. Nach Schätzungen anhand 

echokardiographischer Daten liegt diese bei 40-50% der Patienten im septischen 

Schock vor (Rudiger und Singer 2007). 

Funktionell handelt es sich bei der septischen Kardiomyopathie um eine globale 

(systolische und diastolische) Pumpfunktionsstörung des linken und rechten Herzens 

(Vieillard-Baron 2011). Da es im Rahmen der Sepsis zu einer Erniedrigung des 

Gefäßwiderstandes und damit zu einer Hypotonie mit Minderperfusion der Organe 

kommt, erhöht sich kompensatorisch das Herzminutenvolumen, wodurch die 

Durchblutung verbessert werden soll. Diese hyperdyname Kreislaufsituation mit 

erhöhtem Herzminutenvolumen und reduziertem Gefäßwiderstand maskiert eine 

zugrundeliegende myokardiale Depression zunächst (Antonucci et al. 2014). Die 

Inzidenz der echokardiographisch messbaren systolischen Dysfunktion nimmt im 

Verlauf der Sepsis zu (Repesse et al. 2013). Dies liegt jedoch nicht primär an einer 

Verschlechterung der myokardialen Kontraktilität, sondern wird maßgeblich durch die 

Erhöhung der Nachlast (des arteriellen Druckes) durch therapeutische Maßnahmen 

(Flüssigkeitstherapie, Vasopressoren, etc.) verursacht, denn die linksventrikuläre 

Ejektionsfraktion, als Maß für die systolische Funktion, hängt neben der 

myokardialen Kontraktilität maßgeblich von der Nachlast ab. Dies bedeutet die 

myokardiale Depression wird durch die therapiebedingte Nachlasterhöhung erst 

sichtbar. Dabei wurde in mehreren tierexperimentellen Studien nachgewiesen, dass 

die septische Kardiomyopathie per se, reflektiert durch die reduzierte 

linksventrikuläre Kontraktilität, konstant ist (Vieillard-Baron 2011, Repesse et al. 

2013). Pathogenetisch wurden multiple Faktoren identifiziert, ohne dass deren 

komplexes Zusammenwirken hinreichend verstanden ist, u.a. werden eine Störung 

der Kalziumhomöostase, der Einfluss proinflammatorischer Zytokine und 

inflammatorischer Signale über Toll-like Rezeptoren (TLR) neben genetischen und 

einigen anderen molekularen Faktoren verantwortlich gemacht (Antonucci et al. 
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2014). Eine spezifische Behandlung für die septische Kardiomyopathie existiert nicht, 

dies ist auch der Feststellung geschuldet, dass das Herz primär als „Opfer“ denn als 

„Akteur“ im Rahmen der Sepsis agiert (Antonucci et al. 2014). Grundsätzlich erfolgen 

die Behandlung der zugrundeliegenden Infektion sowie eine symptomatische 

Therapie mit Vasopressoren, Inotropika und Flüssigkeitsmanagement zur 

Verbesserung der Organperfusion. 

Sowohl im Herzen als auch in der Niere zeigten sich in einer post-mortem-Studie im 

Vergleich zur ausgeprägten funktionellen Dysfunktion nur geringe strukturelle 

Schäden am Myokard (Takasu et al. 2013), was die klinische Beobachtung erklären 

kann, dass die septische Kardiomyopathie meist reversibel ist (Vieillard-Baron 2011). 

1.3 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) bei Sepsis 

Aufgrund der nach wie vor hohen Letalität und der nur partiell verstandenen 

komplexen pathobiochemischen Prozesse der Sepsis, besteht ein hohes Interesse 

die Mechanismen der Sepsis weiter zu entschlüsseln, um hieraus in der Zukunft 

effektivere diagnostische und therapeutische Strategien zu entwickeln. Im Rahmen 

dessen konnten in unserer Arbeitsgruppe anhand von Microarray-basierten 

Genexpressionsanalysen im Mausmodell der Sepsis (PCI-Modell) einige Transkripte 

identifiziert werden, die eine deutliche Expressionserhöhung bei einer Sepsis zeigen 

(Weber 2010). Eines dieser stark hochregulierten und hochsignifikant differentiell 

exprimierten Gene war in diesen Untersuchungen das NGAL-kodierende Transkript, 

welches bei der Dateninterpretation der genannten Arbeit nicht berücksichtigt wurde, 

sodass dieses von Interesse für weitere Betrachtungen am Sepsismodell war. 

Nachfolgend soll zunächst ein allgemeiner Überblick über das Protein NGAL 

gegeben werden, anschließend sollen das Expressionsverhalten im Rahmen von 

systemischen Infektionen bzw. Sepsis und bekannte Funktionen anhand der 

bestehenden Literatur beschrieben werden. 

1.3.1 Bezeichnung und molekulare Formen  

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) wurde initial als 25kDa großes 

Protein in Form eines Heterodimers (135 kDa) assoziiert mit neutrophiler Gelatinase 

(matrix metalloproteinase 9, MMP-9) in humanen Neutrophilen entdeckt, woraus sich 

die Bezeichnung ableitet (Kjeldsen et al. 1993). Weitere in der Literatur verwendete 

Homologe sind Lipocalin 2 (Lcn2), Human Neutrophil Lipocalin, Uterocalin, 

Siderocalin, sip24. Analysen der Aminosäuresequenz zeigten eine starke Ähnlichkeit 
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zum Mausprotein 24p3, welches bereits als Lipocalin identifiziert wurde, sodass 24p3 

als murines Homolog von NGAL gilt, wobei die Bezeichnungen oft synonym 

verwendet werden. Lipocaline im Allgemeinen sind Proteine, die unterschiedlichste 

biologische Funktionen ausüben, jedoch eine gemeinsame Tertiärstruktur mit einer 

anti-parallelen Beta-Fass-Struktur besitzen, die aus acht Beta-Faltblättern aufgebaut 

ist und eine Kelch-ähnliche Struktur formiert (siehe Abbildung 4). Aufgrund 

hydrophober Aminosäuren ging man zunächst davon aus, dass NGAL primär kleine 

lipophile Moleküle bindet (Kjeldsen et al. 1993, Flower 1996, Chu et al. 1998). 

Aufgrund struktureller und biochemischer Besonderheiten des Kelches fand man 

später heraus, dass NGAL im Gegensatz zu anderen Lipocalinen in der Lage ist, 

auch hydrophile Moleküle zu binden (Goetz et al. 2000, Bao et al. 2015), von 

besonderem Interesse ist hierbei die Bindung an Eisenbindeproteine (sog. 

Siderophore) unterschiedlichen Ursprunges (Bao et al. 2015). Neben der oben 

genannten Form als Heterodimer (135 kDA) existiert NGAL weiterhin als Monomer 

(25 kDa) oder Homodimer (46 kDa) in sekundären Granula der Neutrophilen 

(Kjeldsen et al. 1993). Die niedermolekularen Formen (<100kDa) werden glomerulär 

filtriert, sodass die Niere einen wesentlichen Anteil an der Regulation des normalen 

Plasmaspiegels hat, welcher unter physiologischen Bedingungen bei der Maus ca. 

20ng/ml beträgt (Kuwabara et al. 2009, Paragas et al. 2012), beim Menschen etwa 

35ng/ml (Otto et al. 2015). Im physiologischen Zustand tragen die Neutrophilen zu 

einem substantiellen Teil des NGAL-Plasma-Spiegels bei, dies konnte sowohl an 

Mäusen als auch an neutropenischen Patienten vor Stammzelltransplantation 

gezeigt werden (Kanda et al. 2015). Hierbei lagen beim Menschen 82% des Serum-

NGAL in einer hochmolekularen (>100kDa) Form vor, allerdings waren davon <30% 

als Heterodimer mit MMP9 assoziiert, sodass postuliert wird, dass weitere bisher 

nicht bekannte hochmolekulare Formen von NGAL existieren (Kanda et al. 2015). 

Weiterhin wird humanes und murines NGAL durch Polyamine modifiziert, dabei 

steigert die Polyaminierung die Elimination, wohingegen die Deamidierung das 

Protein stabilisiert und eine Akkumulation im Gewebe begünstigt (Li et al. 2019), 

letzteres wurde in der Arterienwand und im Herzen beobachtet. 
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1.3.2 Biologische Funktion und Signaltransduktion 

Einen maßgeblichen Teil seiner biologischen Effekte übt NGAL durch die Bindung 

von Eisen über Eisenbindeproteine aus der Gruppe der sog. Siderophore aus, die 

sowohl bakteriellen, endogenen als auch pflanzlichen Ursprunges sein können (Bao 

et al. 2015). NGAL bindet hierbei bakterielle Siderophore vom Catechol-Typ, z.B. 

Enterobactin (Goetz et al. 2002). Diese werden von Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Salmonella enterica und Vibrio cholerae und weiteren Darmbakterien 

exprimiert (Miethke und Marahiel 2007), daneben bindet NGAL Carboxymycobactin, 

das von Mykobaktieren exprimiert wird (Bao et al. 2015). Erstmals 2010 wurden  

mögliche endogene Siderophore charakterisiert, dies sind Catechole (Bao et al. 

2010, Bao et al. 2015), 2,5-Dihydroxybenzoesäure (2,5-DHBA) (Devireddy et al. 

2010) und L-Norepinephrin (Miethke und Skerra 2010). Durch die Bindung an 

bakterielle Siderophore wird das für das bakterielle Wachstum notwendige Eisen 

limitiert, sodass NGAL hierdurch bakteriostatische Effekte ausübt (Goetz et al. 2002). 

Dass dies zweifelsfrei eine entscheidende Rolle in der unspezifischen Immunabwehr 

spielt, zeigte die Arbeit von Flo et. al., in der NGAL-depletierte Mäuse eine deutlich 

erhöhte Letalität im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen bei intraperitonealer Infektion mit E. 

coli- Bakterien aufwiesen. Die bakteriostatische Funktion ist  hochspezifisch für 

Bakterien, deren Siderophore von NGAL gebunden werden, z.B. hat NGAL keinen 

Einfluss auf die Bakterienlast bei einer Infektion mit Staphylococcus aureus (Flo et al. 

2004). Eisenbeladenes NGAL (holo-NGAL) ist in der Lage, Eisen in der Zelle 

A) B) 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Lipocalin-Struktur.  
A) Sekundärstruktur B) Tertiärstruktur. Die charakteristische Eigenschaft der Lipocaline ist die 
“Lipocalin-Faltung”, die  eine N-terminale 3-10 Helix, gefolgt von acht antiparallelen Beta-Faltblättern 
(A-H, grün dargestellt) enthält, das achte Beta-Faltblatt ist mit einer Alpha-Helix (α1) verbunden, die 
wiederrum mit einem C-terminalen Beta-Faltblatt verbunden ist. Die Beta-Faltblätter sind mit 
Schleifen (L1-L7) verbunden, die Schleifen L1, L3, L5 und L7 formen das offene Ende des Moleküls 
(Bindungsstelle) (Goetz et al. 2002) 
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freizusetzen, wodurch eisensensitive Gene wie Ferritin und Transferrin-Rezeptor 

reguliert werden (Yang et al. 2002). Andererseits konnte nachgewiesen werden, dass 

nicht-eisenbeladenes NGAL (apo-NGAL) in der Lage ist, Eisen aus der Zelle zu 

entfernen und hierdurch bei hämatopoetischen Zellen eine Apoptose einzuleiten 

vermag, nachgewiesen in vitro (Devireddy et al. 2001, Devireddy et al. 2005) und in 

vivo bei NGAL-depletierten Mäusen (Liu et al. 2011). Für den Transport in die Zelle 

ist die Interaktion mit einem spezifischen membranständigen Rezeptor (24p3R bzw. 

Slc22a17) notwendig, dieser befindet sich im Mausmodell in einer Vielzahl von 

Geweben, hierunter auch in der Leber, Lunge, Niere und im Herzen (Devireddy et al. 

2005). Nach Bindung von NGAL an seinen Rezeptor wird der NGAL-Rezeptor-

Komplex internalisiert und liegt dann in Vesikeln, die späten Endosomen 

entsprechen, vor. Ein hier vorliegender sauerer pH-Wert begünstigt die Freisetzung 

von Eisen, das dann u.a. über den divalent metal transporter 1 (DMT1) in das Zytosol 

gelangt, die subzellulären Wege des NGAL unterscheiden sich hierbei von denen 

des Transferrins (Devireddy et al. 2005). Im Falle einer Bindung von eisenfreiem 

NGAL an den Rezeptor kommt es ebenfalls zu einer Internalisierung des Komplexes, 

dies löst dann vermutlich eine intrazelluläre Assoziation mit einem endogenen oder 

bakteriellen Siderophor und die nachfolgende Bindung an Eisen aus, wodurch der 

NGAL-Siderophor-Eisen-Komplex durch Exozytose dann aus der Zelle exportiert 

werden kann (Devireddy et al. 2005). 

 

 

Abbildung 5: Vereinfachte schematische Darstellung der Mechanismen der zellulären Aufnahme von 
eisenbeladenem NGAL (A) und eisenfreiem NGAL (B) 
Die Aufnahme ist je nach Zelltyp über den spezifischen Rezeptor 24p3R (Slc22a17) oder über den 
unspezifischen Megalin-Rezeptor möglich. Im Falle einer Aufnahme von eisenbeladenem NGAL führt 
die intrazelluläre Freisetzung des Eisens zu einer Genregulation eisensensitiver Gene (A); im Falle der 
Aufnahme von eisenfreiem NGAL ist dieses in der Lage intrazelluläres Eisen zu exportieren (in 
Abhängigkeit des Vorhandenseins eines endogenen Siderophores) (B) (Schmidt-Ott et al. 2007). 
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In einer  weiteren Arbeit wurde die Interaktion zwischen NGAL und seinem Rezeptor 

auf molekularer Ebene charakterisiert, hierbei konnte in vitro gezeigt werden, dass 

die extrazelluläre N-terminale Domäne des Rezeptors eine bevorzugte Affinität zu 

apo-NGAL aufweist, diese Interaktion jedoch nicht ausreicht um die Internalisierung 

des Komplexes zu erklären (Cabedo Martinez et al. 2016). Dies ist jedoch ein 

Hinweis dafür, dass der NGAL-Rezeptor möglicherweise eine unterschiedliche 

Affinität für apo- und holo-NGAL besitzt, was für die biologische Funktion des NGAL 

von wesentlicher Bedeutung wäre.   

Darüber hinaus kann NGAL über den unspezifischen Megalin-Rezeptor 

aufgenommen werden, dieser spielt v.a. am proximalen Nierentubulus eine Rolle, wo 

er für die Aufnahme einer Vielzahl von Liganden verantwortlich ist (verschiedenste 

Proteine, Hormone, Toxine, etc.), daneben wird er jedoch auch von weiteren 

Geweben exprimiert, zu nennen sind hier Typ II-Pneumozyten und das intestinale 

Epithel (Christensen und Birn 2002, Mori et al. 2005). Der Megalin-Rezeptor kann 

sowohl apo- als auch holo-NGAL mit gleicher Affinität aufnehmen (Hvidberg et al. 

2005). 

1.3.3 Beteiligung von NGAL in der Regulation des Eisenmetabolismus bei 

systemischen Infektionen 

NGAL stellt durch seine spezifischen, nicht redundanten Funktionen bei der 

Regulation des Eisenstoffwechsels im Rahmen einer bakteriellen Infektion einen 

wichtigen Faktor des angeborenen Immunsystems dar, dies soll nachfolgend 

erläutert werden.  

Vor dem Hintergrund, dass Bakterien Eisen als essentiellen Cofaktor für ihr 

Wachstum benötigen und freies Eisen außerdem (als Katalysator für die Bildung 

freier Radikale) einen Mediator von oxidativem Stress darstellt, existieren mehrere 

Wirtsmechanismen, den Gewebs- oder Plasmaspiegel an freiem Eisen in engen 

Grenzen zu regulieren (Schaible und Kaufmann 2004, Ganz und Nemeth 2015). So 

kommt es im Rahmen einer systemischen Inflammation zur Ausbildung einer sog. 

Entzündungsanämie, hierbei wird die Hepcidin-Ferroportin-Achse als Hauptregulator 

angenommen (Xiao et al. 2017). Weiterhin kommt es bei einer systemischen 

Inflammation zu einer Umverteilung des Eisens nach intrazellulär, mit der Folge eines 

funktionellen Eisendefizites (Schaible und Kaufmann 2004). Diese Konstellation 

findet sich auch bei den allermeisten kritisch kranken und septischen Patienten vor 
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(Darveau et al. 2004). Hierzu passend konnte gezeigt werden, dass Parameter, die 

eine erhöhte Verfügbarkeit von Eisen im Serum anzeigen (v.a. die Transferrin-

Sättigung) ein starker Prädiktor für ein negatives Outcome bei Intensivpatienten sind 

(Tacke et al. 2016). Am Beginn der Kaskade steht zunächst eine Akute-Phase-

Reaktion mit der Sekretion proinflammatorischer Zytokine, IL-6 stimuliert hierbei die 

Bildung des wichtigsten Regulators des Eisenstoffwechsels Hepcidin in der Leber, 

dieses hemmt den transmembranösen Eisenexporter Ferroportin, sodass der 

Eisenexport aus Enterozyten, Hepatozyten und Makrophagen reduziert wird (Nemeth 

et al. 2004). Zum anderen wird die Expression von Ferritin über IL-1 und TNF-α 

stimuliert, sodass Eisen in der Zelle gespeichert wird (Torti und Torti 2002). Daneben 

existieren jedoch weitere, von Hepcidin unabhängige Mechanismen der 

Eisensequestrierung, z.B. durch Lactoferrin, NGAL oder natural resistance-

associated macrophage protein 1 (NRAMP1), die nicht redundante Funktionen in der 

Wirtsabwehr darstellen (Ganz und Nemeth 2015). Dementsprechend wurde auch bei 

Hepcidin-depletierten Mäusen eine 15% Reduktion des zirkulierenden Eisens 

beobachtet (Xiao et al. 2017). 

Aus Versuchen mit NGAL-depletierten Mäusen ist bekannt, dass diese im Vergleich 

zum Wildtyp wesentlich anfälliger für bakterielle Infektionen sind (Berger et al. 2006, 

Flo et al. 2004) und erhöhte intrazelluläre Spiegel an freiem „labilem“ Eisen in den 

Makrophagen aufweisen (Nairz et al. 2009); dieses wiederrum kann über die Bildung 

reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zur Schädigung zellulärer Makromoleküle führen 

(Halliwell und Gutteridge 1990, Hentze et al. 2004). Weiterhin zeigten NGAL-

depletierte Mäuse nach LPS-Injektion eine Dysregulation des Eisenstoffwechsels mit 

einer im Vergleich deutlich verzögerten Hypoferrämie, obwohl die Hepcidin-Spiegel 

unverändert waren (Srinivasan et al. 2012). In einer Arbeit ergab sich im Mausmodell 

der akuten Colitis, dass bei Wildtyp-Mäusen NGAL im Serum ansteigt und sich im 

Gegenzug sowohl das Gesamteisen im Serum als auch das freie Eisen im Serum 

absenkt, hierbei korreliert der NGAL-Anstieg negativ mit dem Absinken des Eisens, 

diese Reaktion blieb bei den NGAL-depletierten Mäusen aus. Hierzu bestätigend 

sank die Konzentration des freien Eisens durch die Gabe von rekombinantem 

siderophor-freiem NGAL deutlich ab (Xiao et al. 2016). Anders verhält es sich bei 

einer Infektion mit intrazellulären Pathogenen (z.B. Salmonella oder Mycobakterien), 

hier entwickelt sich eine extrazelluläre Hyperferrämie und eine intrazelluläre 

Hypoferrämie, in dem der zelluläre Eisenexport stimuliert wird. Auch hier spielt NGAL 
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(neben anderen Mechanismen) eine maßgebliche Rolle, in dem es intrazelluläres 

siderophor-gebundenes Eisen aus der Zelle exportiert (Soares und Weiss 2015, 

Nairz et al. 2015, Nairz et al. 2009).  

Um die Veränderungen des Eisenstoffwechsels in unserem Modell der 

polymikrobiellen Sepsis näher zu charakterisieren und mögliche Zusammenhänge 

mit einer erhöhten Ngal-Expression zu diskutieren wurden neben der Expression von 

Ngal wesentliche Parameter des Eisenstoffwechsels (Ferritin und Transferrin-

Rezeptor) auf Organebene gemessen.  

1.3.4 Gewebsexpression und Regulation 

NGAL-Protein findet sich in Neutrophilen sowie in einer Vielzahl menschlicher 

Gewebe, hier v.a. in Geweben, die Mikroorganismen ausgesetzt sind (Kjeldsen et al. 

2000). Damit zeigt das Expressionsmuster von NGAL viele Ähnlichkeiten zu anderen 

Proteinen die sich in Neutrophilen finden (wie z.B. Lysozym oder Lactoferrin). In RNA 

Dot-Blot-Analysen zeigte sich eine im Vergleich deutlich erhöhte Expression in der 

Trachea und im Knochenmark (Kjeldsen et al. 2000, Cowland und Borregaard 1997). 

In den peripheren Neutrophilen findet sich NGAL-Protein in sekundären Granula, es 

wird während der Myelopoese im Knochenmark gebildet (Borregaard et al. 1995), für 

eine de-novo-Synthese in peripheren Neutrophilen gibt es keine Hinweise. Bei der 

Maus wurde ebenfalls eine Expression in verschiedenen gesunden Geweben 

nachgewiesen, hierbei konnte gezeigt werden, dass die Expression von Ngal-RNA-

Transkripten in den Geweben Lunge, Milz und Niere mit zunehmendem Alter 

abnimmt und in diesen Organen nach spätestens 10 Wochen nicht mehr 

nachweisbar ist (Garay-Rojas et al. 1996), jedoch ist nicht beschrieben, um welchen 

Mausstamm es sich hierbei handelte. 

Eine Erhöhung der Ngal-Expression in unterschiedlichen Organen wurde sowohl 

beim Menschen als auch im Mausmodell bei einer Vielzahl von Stimuli, wie 

Infektionen, aseptischer Inflammation, gutartigen Erkrankungen (cerebrovaskuläre 

Erkrankungen, Nierenerkrankungen) als auch bei verschiedenen Malignomen 

beobachtet (Schmidt-Ott et al. 2007, Yang und Moses 2009, Chakraborty et al. 

2012).  

Die Regulation von NGAL unterliegt komplexen Mechanismen und kann je nach 

Gewebe und dort vorhandenen Co-Faktoren über verschiedene Zytokine und 

Wachstumsfaktoren induziert bzw. reguliert werden. Dabei spielen vor allem 

proinflammatorische Zytokine und Mediatoren (IL-1ß, IL-6, TNF-α, IL-17, IL-22, 
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TLR4, IGF-1) eine Rolle für die Induktion. Bei IL-1ß, TNF-α und TLR4 konnte gezeigt 

werden, dass die Regulation über den Transkriptionsfaktor NF-κB vermittelt wird 

(Chakraborty et al. 2012). 

Nachfolgend soll der aktuelle Wissensstand auf der Ebene der in dieser Arbeit 

untersuchten Organe beschrieben werden. Dabei wurden Studien ausgewählt, die 

von Relevanz für die Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit sind, d.h. sich v.a. mit 

dem Verhalten der Ngal-Expression im Rahmen einer Inflammation und/oder 

Infektion beschäftigen.  

1.3.5 NGAL als Akute-Phase-Protein der Leber 

Am Beispiel einer sterilen Entzündung im Mausmodell (mittels intraperitonealer bzw. 

intramuskulärer Terpentin-Injektion) konnte in zwei Studien demonstriert werden, 

dass NGAL im Rahmen einer Akute-Phase-Reaktion von der Leber synthetisiert wird 

und zu einer Erhöhung des NGAL-Plasmaspiegels führt (Liu und Nilsen-Hamilton 

1995, Sultan et al. 2012), hierbei zeigten sich jedoch keine relevanten 

Expressionserhöhungen der Ngal-mRNA in den weiteren untersuchten Organen (u.a. 

Lunge, Niere, Herz). In einer anderen Arbeit wurde im Rahmen einer systemischen 

Infektion (durch eine intraperitoneale E. coli- bzw. K. pneumoniae-Injektion im 

Mausmodell) - neben der Erhöhung der mRNA in der Leber (30-fach) - auch eine 

leichte Erhöhung der mRNA-Expression in der Lunge und Milz (knapp 3-fach) 

gezeigt, die Niere wurde in dieser Arbeit nicht untersucht (Xu et al. 2015). 

Desweiteren wurde in derselben Publikation bei hepatozytenspezifischen NGAL-

depletierten Mäusen gezeigt, dass diese eine deutlich geringere Lebenserwartung 

bei systemischer Infektion im Vergleich zum Wildtyp aufweisen und zudem der 

NGAL-Plasmaspiegel deutlich niedriger war, sodass die Hepatozyten in diesem 

Modell für die Synthese eines Großteiles des plasmatischen NGAL während einer 

Infektion verantwortlich gemacht wurden. Hierbei untersuchte man außerdem IL-6- 

und STAT3-depletierte Mäuse hinsichtlich der Ngal-mRNA-Expression in 

Hepatozyten (in vitro), diese zeigte sich deutlich reduziert, sodass IL-6 über den 

STAT3-Signalweg maßgeblich an der Expression der Ngal-mRNA beteiligt zu sein 

scheint (Xu et al. 2015). In einer weiteren Arbeit wurde mittels des LPS-Modells eine 

akute Endotoxämie ausgelöst und die mRNA-Expressionsveränderungen der Leber 

und Lunge gemessen, hier wurde gezeigt, dass neben den Hepatozyten auch die in 

der Leber ansässigen Makrophagen zur Synthese von NGAL befähigt sind (Sunil et 

al. 2007). Desweiteren konnte am CLP-Modell (cecal ligation and puncture, CLP) 
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eine Expressionserhöhung von Ngal in Leber und Lunge mittels RT-PCR (reverse 

transcription polymerase chain reaction) gezeigt werden. 

1.3.6 NGAL bei akuter Lungenschädigung 

Ergänzend zu der in Abschnitt 1.3.4 genannten ausgeprägten Expression von Ngal in 

der Trachea konnte diese immunhistochemisch in nicht entzündetem Lungengewebe 

in den Becherzellen und in geringem Ausmaß in den Alveolarzellen festgestellt 

werden, im entzündeten Lungengewebe hingegen kam es zu einer deutlichen 

Expressionssteigerung sowohl im Bronchialepithel selbst (nicht den Becherzellen) als 

auch alveolär in Typ II-Pneumozyten (Cowland et al. 2003), hierbei konnte in 

Zellkulturen eine Selektivität für den IL-1-Signalweg identifiziert werden, durch TNF-α 

oder LPS alleine konnte keine Hochregulation ausgelöst werden (Cowland et al. 

2003). Hingegen zeigte eine andere Arbeit in vivo im Mausmodell (intraperitoneale 

Injektion mit E. coli- LPS) eine pulmonale Expressionssteigerung von Ngal, beteiligt 

waren hier sowohl Typ II-Pneumozyten als auch alveoläre Makrophagen (Sunil et al. 

2007). Darüber hinaus wurden auch mesenchymale Stammzellen (MSC) als Faktor 

für die Hochregulation von Ngal bei einer Pneumonie im Mausmodell identifiziert: 

MSC sind in der Lage in Kombination mit alveolären Makrophagen NGAL zu 

produzieren, als wichtige Mediatioren wurden hier erneut TNF-α (induziert durch 

LPS) genannt (Gupta et al. 2012). Auch in der Lunge konnte ein protektiver Effekt 

von NGAL im Mausmodell nachgewiesen werden, beispielsweise wird es bei einer 

Infektion mit K. pneumoniae stark induziert und wirkt der Infektion über die Bindung 

der bakteriellen Siderophore effektiv entgegen, hierbei spielen TLR4 als auch IL-1ß 

jeweils unabhängig voneinander eine wichtige Rolle (Chan et al. 2009). Dabei hemmt 

NGAL insbesondere die perivaskuläre Ausbreitung der Klebsiellen-Infektion, bei 

Expression anderer Siderophore, die NGAL nicht bindet (z.B. Yersiniabactin (Ybt)) 

verhindert hingegen Transferrin die perivaskuläre Ausbreitung, sodass dieses 

komplexe Zusammenspiel den Ort und die Ausbreitung der Infektion determiniert und 

begrenzt (Bachman et al. 2012). Weiterhin zeigte sich bei NGAL-depletierten Mäusen 

im Vergleich zum Wildtyp eine höhere Letalität bei einer endotrachealen Infektion mit 

E. coli (Wu et al. 2010). Über die bakteriostatischen Effekte hinaus hat NGAL 

zusätzlich proinflammatorische Effekte durch Rekrutierung von Neutrophilen über IL-

8 (Bachman et al. 2009), bei Infektionen mit M. tuberculosis wurde dies bestätigt, 

darüber hinaus jedoch eine geringere Rekrutierung von Lymphozyten über eine 

verminderte Chemokin-Produktion gezeigt (Guglani et al. 2012), sodass NGAL nicht 
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ausschließlich als proinflammatorisch bezeichnet werden kann. Ähnlicherweise 

kommt es bei einer Infektion mit dem grampositiven nicht siderophor-abhängigen 

Streptococcus pneumoniae zu einer ausgeprägten Ngal-Expression durch 

deaktivierte Makrophagen, was über eine Erhöhung der IL-10-Produktion zu einer 

antiinflammatorischen Antwort führt und hierdurch die Elimination der Bakterien 

negativ beeinflusst (Warszawska et al. 2013), sodass man festhalten muss, dass sich 

je nach Art des Pathogen unterschiedliche, teilweise gegensätzliche NGAL-Effekte 

zeigen. 

1.3.7 NGAL im Rahmen der akuten Nierenschädigung (AKI) 

Eine Steigerung der renalen Ngal-Expression wurde zunächst im Rahmen einer 

akuten ischämischen Nierenschädigung mit konsekutiver Reperfusion (ischemia-

reperfusion injury) entdeckt. Hierbei konnte in vitro gezeigt werden, dass das 

proximale Tubulusepithel in der Lage ist, NGAL zu synthetisieren (Mishra et al. 2003) 

und NGAL unmittelbar nach der Nierenschädigung im Urin messbar ist. Es wurde 

zudem festgestellt, dass NGAL das Ausmaß der Nierenschädigung begrenzt, indem 

es den tubulären Zelltod hemmt und die Re-Epithelialisierung fördert (Mishra et al. 

2003, Mishra et al. 2004), diese Effekte sind zytokinabhängig. Die regenerativen 

Prozesse durch NGAL treten hierbei erst in der späteren Regenerationsphase (nach 

96h) ein, da das initial proinflammatorische Milieu in der frühen Reperfusionsphase 

(<24h) über eine Reduktion der Ngal-Rezeptor-Expression die regenerative Wirkung 

von NGAL abschwächt (Vinuesa et al. 2008). Es wurde demonstriert, dass nach 

Injektion von rekombinantem NGAL dieses im proximalen Tubulussystem über den 

Megalin-Rezeptor aufgenommen wird (Mishra et al. 2004, Mori et al. 2005, Kuwabara 

et al. 2009) und dies das Ausmaß der Nierenschädigung deutlich begrenzt, was 

maßgeblich durch Regulation des intrazellulären Eisens durch NGAL vermittelt wird 

(Mishra et al. 2004). NGAL wird bei einer akuten Nierenschädigung unterschiedlicher 

Genese unmittelbar von geschädigten Zellen des distalen Tubulus sowie der 

Sammelrohre synthetisiert, dies wird bei Infektionen mit Uropathogenen über TLR4- 

und NF-κB- vermittelt (Kuwabara et al. 2009, Paragas et al. 2011, Paragas et al. 

2014). Dass eine akute Nierenschädigung auch zu einer systemischen NGAL-

Erhöhung im Sinne eines erhöhten NGAL-Plasmaspiegels führt, zeigte sich in 

Studien eines Maus- Modells der einseitigen Ureter-Obstruktion, in dem NGAL 

sowohl im Serum als auch im proximalen Tubulus der gesunden, nicht obstruktiven 

Niere nachgewiesen wurde (Kuwabara et al. 2009, Paragas et al. 2012). Aus der 
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Beobachtung, dass NGAL im Serum und Urin bei einer akuten Nierenschädigung 

unmittelbar ansteigt, entwickelte sich die Hypothese, NGAL könne als Biomarker der 

akuten Nierenschädigung dienen (Schmidt-Ott et al. 2006), woraus sich eine ganze 

Reihe weiterer Studien ableitete, die diese Eignung kontrovers diskutieren. Eine 

Metaanalyse (mit 2538 Patienten) stellte bezüglich der Eignung von NGAL eine 

akute Nierenschädigung zu erkennen eine Fläche unter der ROC-Kurve (AUC-ROC) 

von 0,78 bei Erwachsenen und von 0,93 bei Kindern fest (unabhängig von der 

Ursache des AKI), bei kritisch kranken Patienten zeigte sich ein geringerer Wert von 

0,73, wohingegen sich bei kontrastmittelinduzierter Nierenschädigung ein deutlich 

besserer Wert von 0,89 zeigte (Haase et al. 2009). Obwohl diese Werte NGAL 

insgesamt eine verhältnismäßig gute Performance zur Erkennung eines AKI 

bescheinigen, lässt sich anhand dieser Zahlen erkennen, dass sich die Performance 

je nach Ursache des AKI, Alter des Patienten und Komorbidität deutlich 

unterscheidet, sodass in Bezug auf den Einsatz in der klinischen Routine weiterhin 

einige Fragen offen bleiben. Auch ein aktuelles Review über mögliche neue 

Biomarker des AKI stellt fest, dass diese Fragen bis dato nicht hinreichend geklärt 

sind und weitere große prospektive Studien notwendig sind, um den klinischen 

Nutzen bestimmen zu können (Beker et al. 2018). 

1.3.8 NGAL im Rahmen der (septischen) myokardialen Dysfunktion 

Bezüglich der Veränderungen von Ngal im Rahmen der septischen Kardiomyopathie 

liegen keine Daten vor. Es ist jedoch bekannt, dass Ngal im Rahmen der akuten und 

chronischen Herzinsuffizienz im Herzen hochreguliert wird und der NGAL-

Plasmaspiegel ansteigt. In einem aktuellen Review kommen die Autoren anhand der 

Analyse mehrerer Studien mit unterschiedlichen Kohorten zum Schluss, dass es eine 

deutliche Evidenz für NGAL als Biomarker zur Bestimmung des Schweregrades, der 

Prognose und der Mortalität einer Herzinsuffizienz gibt (Chan et al. 2015). Gezeigt 

werden konnte in verschiedenen Modellen der Herzschädigung, dass 

Kardiomyozyten befähigt sind, NGAL zu synthetisieren und dies durch 

proinflammatorische Zytokine, insbesondere IL-1ß induzierbar ist (Yndestad et al. 

2009, Ding et al. 2010). Die funktionelle Rolle von NGAL bei der Herzerkrankung ist 

bis dato weitgehend unbekannt, es gibt jedoch Hinweise, dass eine Beteiligung an 

der Regulation des Eisenstoffwechsels der Kardiomyozyten eine Rolle spielt (Chan et 

al. 2015). 
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2 Ziele der Arbeit / Fragestellung 

Systembiologische Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten eine 

Hochregulation der Ngal-Expression im Mausmodell der polymikrobiellen Sepsis 

(PCI-Modell). Auch in der Literatur finden sich Hinweise für eine Hochregulation von 

Ngal bei bakteriellen Infektionen und systemischen Entzündungsreaktionen, dabei 

scheint NGAL durch die Beteiligung an der Regulation des Plasmaeisenspiegels eine 

bakteriostatische (und damit protektive) Funktion zu haben, darüber hinaus wurden 

weitere wichtige immunmodulatorische Effekte beschrieben. Da bis dato keine 

Untersuchungen über das Expressionsverhalten von Ngal im Rahmen der 

polymikrobiellen Sepsis im PCI-Modell vorliegen, sollte dies in der vorliegenden 

Studie untersucht werden: Die Analyse der Ngal-Expression auf Organebene sollte 

Auskunft über die Syntheseorte geben, was im Vergleich zur alleinigen Messung des 

NGAL-Plasmaspiegels eine differenziertere Betrachtungsweise ermöglicht. Hierzu 

wurden bei einer Sepsis maßgeblich beteiligte Organe (Leber, Lunge, Niere und 

Herz) mittels RT-PCR im PCI-Modell der polymikrobiellen Sepsis 6h und 24h nach 

Behandlung sowie nach Scheinbehandlung (Sham) hinsichtlich der 

Expressionsveränderungen von Ngal, des NGAL-Rezeptors (Slc22a17) sowie der 

Eisenparameter Ferritin (Fth1 und Ftl1) und Transferrin-Rezeptor (Tfrc) untersucht 

(siehe Abbildung 5). Die Messung zu unterschiedlichen Zeitpunkten sollte 

Informationen über die Dynamik der Expressionsveränderungen liefern. 

Folgende Fragestellungen ergaben sich für diese Arbeit: 

1. Genexpressionanalyse: 

a) Ist Ngal in den septischen Mäusen gegenüber scheinbehandelten Mäusen 

erhöht? In welchem Ausmaß? 

b) In welchen Geweben zeigt sich eine Erhöhung von Ngal? Wie ist die Dynamik 

der Ngal-Expression zu den beiden Untersuchungszeitpunkten 6h und 24h 

nach Behandlung in den einzelnen Organen? Gibt es eine einheitliche 

Reaktion? 

c) Wie verhält sich die Expression des Ngal-Rezeptors sowie wichtiger 

Parameter des Eisenmetabolismus im PCI-Modell? Lässt sich eine Korrelation 

zur Ngal-Expression ableiten? 

2. Immunhistochemische Untersuchungen: 
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a) Lässt sich NGAL auf Proteinebene im Gewebe nachweisen? Korreliert dies 

mit den Expressionsveränderungen auf mRNA-Ebene? 

b) Lässt sich eine zellspezifische Lokalisation im jeweiligen Gewebe 

identifizieren? 

Abschließend soll anhand der Ergebnisse das Expressionsverhalten von NGAL im 

Rahmen der polymikrobiellen Sepsis bewertet und Hypothesen über die funktionelle 

Rolle von NGAL in der Sepsis generiert werden. 

 

Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung des NGAL-Metabolismus im Rahmen der Sepsis als Rationale für 
die Auswahl der Zielgene (Ngal, Slc22a17, Ferritin, Transferrin-Rezeptor) 
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3 Material und Methoden 

3.1 Studiendesign 

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine tierexperimentelle Studie am 

Mausmodell der polymikrobiellen Peritonitis. 

Die Einteilung in Gruppen erfolgte anhand der Organentnahme zum Zeitpunkt 6h und 

24h nach intraperitonealer Injektion einer humanen Faeces-Suspension von 5,5 x 106 

KBE pro Maus. 

Für die weiteren Analysen in dieser Arbeit wurden die Organe Leber, Lunge und 

Niere verwendet. 

Weiterhin wurden jeweils für jedes Organ Sham-Gruppen zu beiden oben genannten 

Zeitpunkten sowie eine unbehandelte Gruppe mitgeführt, um rein experimentell 

bedingte Effekte von Infektionseffekten zu unterscheiden (Abbildung 7) 

 

 

3.2 Tierexperimente 

Die Tierversuche wurden bereits zu einem früheren Zeitpunkt von Frau Dr. med. 

Martina Weber und Frau Dipl.-Biol. Jana Lemm durchgeführt. Zu Beginn dieser Arbeit 

lag ein Teil der oben genannten Organe schockgefroren und bei  -80°C gelagert vor, 

PCI 

150 μl NaCl + 

50 μl humane Faeces i. p. 

Sham 

200µl NaCl i.p. 

Naiv 

unbehandelt 

 

 

 6h 

n=6 

6h 

n=6 

24h 

n=18 

24h 

n=19 

n=2 

C57BL/6 Jackson 

Abbildung 7: Studiendesign 

Weibliche, 8 Wochen alte C57BL/6 Jackson-Mäuse wurden intraperitoneal (i. p.) mit NaCl 
und humaner Faeces im Verhältnis 3+1 (PCI) oder reiner physiologischer Kochsalzlösung 
(Sham) injiziert und nach 6 bzw. 24 h zur Organentnahme getötet. Des Weiteren wurde eine 
Gruppe unbehandelter Mäuse in die Studie eingeschlossen. Die Anzahl der Tiere pro 
Gruppe ist  gekennzeichnet 
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der zweite Teil eines jeden Organes lag in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet 

für weiterführende histologische Untersuchungen vor.   

Alle Tierversuche wurden durch das Thüringer Landesamt für Lebensmittelsicherheit 

und Verbraucherschutz (Abteilung gesundheitlicher Verbraucherschutz, 

Veterinärwesen, Pharmazie) in Bad Langensalza genehmigt (Aktenzeichen Nr. 02-

51/ 07) und in den Experimentierräumen des Infektionstierhauses 5 am 

Forschungszentrum Beutenberg, Jena durchgeführt. 

3.2.1 Versuchstiere 

Für die Tierexperimente wurden weibliche, 8 Wochen alte Wildtyp-Mäuse des 

Stammes C57BL/6 Jackson (Charles River, Sulzfeld) mit einem Gewicht von  

16 – 20 g verwendet. Die Haltung der Tiere erfolgte in einer separaten Einheit des 

Infektionstierhauses bei Raumtemperatur und einer relativen Luftfeuchte von  

50 – 60% sowie einem Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 h. Alle Tiere hatten freien 

Zugang zu autoklavierter, pelletierter Standardnahrung und autoklaviertem, 

angesäuertem Wasser (pH 2,5 – 3,0). 

3.2.2 Polymikrobielle Peritonitis 

Nach lokaler Sprühdesinfektion wurde den Mäusen intraperitoneal (i.p.) durch 

Punktion des linken unteren Abdomens je 200 μl einer humanen Faeces-Suspension 

(siehe Tabelle 1) verabreicht, bestehend aus 50 μl Ausgangs-Faeces vermischt mit 

150 μl steriler physiologischer Kochsalzlösung, was einer Infektionsdosis von 5,5 x 

106 KBE entspricht. Dieses auch als PCI-Modell bezeichnete Verfahren (modifiziertes 

PCI-Modell) (Lorenz et al. 1994, Bauhofer et al. 2002) simuliert eine polymikrobielle 

Peritonitis, wie sie beispielsweise nach Perforation des Darmes auftreten kann 

(Gonnert et al. 2011). Die Letalität des hier angewandten Modells lag bei 50 – 70 % 

nach 24-stündiger Behandlungsdauer. Bei den überlebenden Tieren wurde zum 

Zeitpunkt 6h bzw. 24h nach Infektion die Organentnahme durchgeführt. 

Entsprechend wurde mit den unbehandelten Tieren und Sham-Gruppen verfahren. 

Letztere durchliefen prinzipiell die gleiche experimentelle Prozedur wie die Mäuse in 

den Infektionsgruppen, erhielten jedoch statt Faeces-Suspension isotonische 

Kochsalzlösung injiziert, um Effekte, die allein schon durch die experimentelle 

Vorgehensweise hervorgerufen werden, identifizieren zu können. 
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Tabelle 1: Bakterielle Zusammensetzung der humanen Faeces.  

Die Ermittlung der Werte erfolgte aus der gepoolten humanen Faeces von fünf gesunden Nicht-Vegetariern und 
wurde vom Institut für Medizinische Mikrobiologie des Universitätsklinikums Jenanach Standardverfahren 
vorgenommen. Angabe der Keimzahl in Kolonie bildenden Einheiten pro Milliliter (KBE/ml). 
 

Bakteriengenus/Bakterienspezies Keimzahl (KBE/ml) 

Escherichia coli 4,8 x 105 

G Streptokokken 2 x 105 

Enterokokken 5 x 105 

Klebsiella oxytoca 5 x 104 

Peptostreptokokken 3,6 x 107 

Veillonella 3,2 x 107 

Bacteroides 4,1 x 107 

Pervotella 1 x 106 

Gesamtkeimzahl 1,11 x 108 

 

Übergeordnete Gruppen Keimzahl (KBE/ml) 

Aerobier 1,23 x 106 

Anaerobier 1,1 x 108 

Gram-positiv 3,67 x 107 

Gram-negativ 7,45 x 107 

 

3.2.3 Euthanasie und Organentnahme 

Die Versuchstiere wurden durch intraperitoneale Gabe einer letalen Ketamindosis 

(Ketavet 1:1 verdünnt mit isotonischer Kochsalzlösung; 200 μl pro Tier) narkotisiert. 

Danach erfolgte die Eröffnung des Peritonealraumes, Freilegung und Punktion der 

Vena cava caudalis zur Blutentnahme sowie Herauspräparieren von Herz, Lunge, 

Leber, Nieren und Milz. Die Organe wurden geteilt und jeweils ein Stück für RNA-

Extraktion mit anschließender Genexpressionsanalyse in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Die zweite 

Hälfte wurde 24 h in 4%iger Paraformaldehyd-Lösung fixiert, um später histologische 

Untersuchungen durchzuführen. 
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3.3 Molekularbiologische Methoden 

3.3.1 RNA-Isolierung 

Die Gewebe wurden auf einer sterilen, auf Trockeneis lagernden Petrischale mit 

einem sterilen Einweg-Skalpell geschnitten und sofort auf einer Präzisionswaage 

gewogen, sodass ein Antauen und eine damit verbundene RNA-Degradierung 

verhindert wurde. Um eine möglichst große Menge an RNA zu extrahieren, wurde 

den Vorgaben des Isolationskits folgend (RNeasy Mini, Qiagen) zwischen 20-30µg 

Gewebe in ein 2ml Eppendorf-Safe-Lock-Tube eingesetzt und mit 600 µl RLT-Puffer  

versetzt (pro ml RLT-Puffer wurden 10µl ß-Mercaptoethanol verwendet), 

anschließend wurde eine autoklavierte Stahlkugel hinzugefügt und das Gewebe mit 

einem Tissue Lyser (Qiagen) für 4 min bei 30/s zerkleinert. Das Lysat wurde in ein 

1,5 ml Sarstedt-Tube überführt und bei 16000x g für 5 min zentrifugiert, der 

Überstand wurde anschließend vorsichtig abgesaugt und in ein neues 2 ml 

Eppendorf-Safe-Lock-Tube eingesetzt. Nach protokollgerechter Beladung des 

QIAcube Systems und Kontrolle des Füllstandes der Reagenzien wurden die 

weiteren Isolierungsschritte vollautomatisch durch den QIAcube (Protokoll: RNeasy 

Mini, animal tissues and cells, large samples) durchgeführt. 

3.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit am Nano-Drop 

Spectrophotometer 

Die isolierte RNA wurde zunächst kurz bei 60° für 5 min erhitzt um eine optimale 

Entfaltung der RNA zu erhalten. Die Proben wurden auf einem Nano-Drop ND-1000 

(Thermo Fisher Scientific) System zweifach vermessen (Software „ND-1000 V 3.7“), 

bei Abweichungen beider Werte von >10% wurde eine dritte Messung durchgeführt 

und anschließend der Wert mit der größeren Abweichung vom Mittelwert gestrichen. 

Die Konzentration wurde bei einer Wellenlänge von 260nm vermessen, neben der 

RNA-Konzentration lassen sich durch die Quotienten A260/280 und A260/230 

Aussagen über die Reinheit der isolierten RNA treffen, die Werte lagen hier 

weitgehend über 1,8. Aufgrund der Verwendung des RNeasy-Kits-Systems zur RNA-

Isolation, das die RNA spezifisch an einer Säule bindet, wird eine Kontamination 

durch Phenole, DNA und/oder Proteine weitgehend verhindert, sodass die mittels 

NanoDrop ermittelten Quotienten nicht weiter prozessiert wurden. 
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3.3.3 Qualitative RNA-Analyse am Experion-Elektrophorese-System 

Um eine ausreichend hohe Qualität und Integrität der RNA für die nachfolgende 

cDNA-Synthese zu gewährleisten, wurden die Proben am  Experion Elektrophorese-

System (Bio-Rad) analysiert (Imbeaud et al. 2005). Dies ist notwendig, da die RNA-

Integrität einen Einfluss auf die Ergebnisse der nachfolgenden qRT-PCR hat und 

diese bei zu starker Degradierung zu falsch niedrigen Wertebereichen verzerren 

kann (Fleige und Pfaffl 2006, Gingrich 2008). Anhand des elektrophoretischen Profils 

der jeweiligen Probe wird mittels eines Algorithmus ein sog. RQI-Wert (max. 10, min. 

1) errechnet, der ein Maß für die Qualität/Integrität der RNA ist (Denisov 2008). Vom 

Experion-System erfolgt anhand des RQI-Wertes eine farbkodierte Klassifizierung 

(grün, gelb, rot), hierbei werden RQI-Werte <4,0 rot markiert, diese gelten aufgrund 

der zu hohen Degradierung als qualitativ nicht ausreichend für weitere Analysen 

(Gingrich 2008).  

Für die Messungen wurde das RNA Standard Sens Kit verwendet, das RNA-

Konzentrationen zwischen 5ng/µl und 500ng/µl analysiert, sodass die Proben 

zunächst auf 100ng/µl mit DEPC-Wasser verdünnt wurden. Laut Protokoll wurde 

nach Reinigen der Elektroden und Bereiten der Reagenzien (G- und GS-Lösung) je 

2µl jeder Probe sowie der mitgelieferten RNA-Ladder für 2 min bei 70°C denaturiert 

und anschließend auf Eis abgeschreckt. Anschließend wurde der Analyse-Chip durch 

Einsetzen der G- und GS-Lösung vorbereitet, dann die entsprechenden Slots des 

Chips mit 5 µl Loading Buffer versetzt und anschließend 1µl jeder Probe sowie der 

Ladder eingesetzt und nach Mischen im dafür vorgesehenen Vortexer abschließend 

auf das Eindringen von Luftblasen kontrolliert, diese wurden gegebenenfalls durch 

eine sterile Kanüle entfernt. Nach Abschluss der Messung wurde das Ergebnis 

dargestellt (siehe Abbildung 8). 
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3.3.4 Ergebnisse der RNA-Analyse am Experion-System 

In den Leber- und Nierenproben zeigte sich eine gleichbleibend hohe RNA-Qualität 

mit hohen RQI-Werten meist über 7, sodass hier eine geringe Degradierung und 

somit eine hohe Integrität sichergestellt werden konnte.  

 

 

Die Lungenproben zeigten größtenteils ebenfalls hohe, zufriedenstellende RQI-

Werte, jedoch lag der Median mit 6,7 hier niedriger als bei den Leber- und 

Abbildung 9: Häufigkeiten und Verteilung der einzelnen RQI-Werte der isolierten RNA aus den 
Leber- und Nierenproben.  
Die vertikale Linie bei 4,0 markiert den gewählten Cut-Off-Wert für eine noch ausreichende 
Probenqualität. Die gestrichelte Linie zeigt den Medianwert an. Es zeigt sich eine hohe Integrität der 
RNA, wenige Nierenproben weisen eine geringe Degradierung auf. 

Abbildung 8: Repräsentatives Ergebnis einer RNA-Analyse mit dem Experion-
Elektrophorese-System.  
Nach Analyse der Ladder (L), werden 12 zu analysierenden Proben vermessen. Anhand der 
Trennschärfe der Banden wird ein RQI-Quotient errechnet, der ein Maß für die Qualität der 
isolierten RNA darstellt. RQI=10 keine Degradierung, beste Qualität. RQI=1 vollständig 
degradierte RNA 
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Nierenproben (7,8 bzw. 7,7). Insgesamt wurden 6 Lungenproben, deren RQI-Werte 

<4,0 waren, aufgrund der mangelnden Qualität für die weiteren Analysen 

ausgeschlossen (siehe Abbildung 10). 

 

3.3.5 cDNA-Synthese 

Die reverse Transkription der isolierten RNA zu cDNA erfolgte mittels RevertAid first 

Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Zunächst wurden von den Proben der 

Versuchsreihe Aliquots von je 20µl und einer Konzentration von 100ng/µl durch 

Verdünnung mit DEPC hergestellt.  

Anschließend wurde jeweils ein Prä- und Maininkubationsmix für alle Proben der 

jeweiligen Versuchsreihe angefertigt, um die Wahrscheinlichkeit von Pipettierfehlern 

zu minimieren. Nach Herstellen des Präinkubations-Mix, der pro Einzelreaktion 9,8 µl 

RNA (100 ng/µl), 1,2µl Oligo(dT) sowie 1µl Random Hexamer enthielt, wurde dieser 

für 5 min bei 65°C inkubiert und für 2 min auf Eis abgekühlt. Im Anschluss wurde der 

Maininkubationsmix hergestellt, pro Einzelreaktion bestehend aus 4 µl 5x Reaction 

Buffer, 2µl dNTP(10mM), 1µl RiboLock RNAse Inhibitor sowie 1µl RevertAid RT. 

Dieser wurde mit den abgekühlten 8µl des Präinkubations-Mix vorsichtig gemixt und 

anschließend im Thermal Cycler für 70 Minuten inkubiert (5 min/25°C, 60 min/42°C, 

5 min/70°C). Es wurde aufgrund der Verwendung eines etablierten Verfahrens 

angenommen, dass die eingesetzte RNA nahezu vollständig und hocheffektiv in 

cDNA umgeschrieben wurde, sodass eine Konzentration der cDNA von 100ng/µl 

resultierte. Bis zur weiteren Verwendung wurde die cDNA bei -20°C aufbewahrt. 

Abbildung 10: Häufigkeiten und Verteilung der einzelnen RQI-Werte der isolierten RNA aus den 
Lungenproben.  
Die vertikale Linie bei 4,0 markiert den gewählten Cut-Off-Wert für eine noch ausreichende 
Probenqualität. Die gestrichelte Linie zeigt den Medianwert an. Es zeigt sich eine überwiegend hohe 
Integrität der RNA (Median bei 6,7), jedoch weisen einige Lungenproben eine verstärkte Degradierung 
auf, sodass insgesamt 6 Lungenproben aufgrund eines RQI<4,0 für weitere Analysen ausgeschlossen 
wurden. 



32 

3.3.6 Primerdesign 

Die Sequenzen für das nachfolgende Primerdesign wurden mit Hilfe der NCBI 

Nucleotide-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) ermittelt und über die 

Software Primer3 (v. 0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) erstellt. Dabei wurden die 

Primer-Sequenzen möglichst nahe an die Sonden-Sequenz der Microarray-basierten 

Voruntersuchungen platziert, um eine möglichst hohe Vergleichbarkeit der mit beiden 

Methoden erhaltenen Expressionswerte zu gewährleisten. Abschließend wurden die 

gewählten Primer einer Analyse mit dem BLAST-Tool 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) unterzogen, um die mögliche Bildung von 

unspezifischen PCR-Produkten zu erkennen, die durch Bindung des ausgewählten 

Primerpaares an eine, der Zielsequenz ähnliche, Sequenz entstehen. Die 

Herstellung der Primer erfolgte bei biomers.net, Ulm. Die in Tabelle 2 ersichtlichen 

Primersequenzen wurden ermittelt. 
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Tabelle 2: Primersequenzen für die Genexpressionsanalyse mittels real-time qPCR 
Sequenzen der „forward“ (fw)- und „reverse“ (rv)-Primer für alle im Rahmen dieser Studie 
untersuchten Zielgene 

Primer Sequenz 
Produkt- 
länge in bp 

NCBI Referenz-
Sequenz 

Lcn2 fw ATGGAAGAACCAAGGAGCTG 
104 NM_008491.1 

Lcn2 rv GGTGGGGACAGAGAAGATGA 

Slc22a17 fw AGCAGCCTTTGAGCCTAGTGGGA 
86 NM_021551.4 

Slc22a17 rv TGGGGTAGCCTTGCCTTCCTGT 

Fth1 fw ACGCAAGATGGGTGCCCCTG 
104 NM_010239.1 

Fth1 rv ACGTGGCTTTGGGGAAGTCAGC 

Ftl1 fw CAACCATCTGACCAACCTCCGCA 
86 NM_010240.2 

Ftl1 rv AGAGATACTCGCCCAGAGACCCCT 

Tfrc fw GCAGCGGAAGTGGCTGGTCA 
186 NM_011638.4 

Tfrc rv ACGGAAGTAGTCTCCACGAGCGG 

Gusb fw GAAACCCGCCGCATATTAC 
109 NM_010368.1 

Gusb rv CCCCAGGTCTGCATCATATT 

Actb fw GCTCTTTTCCAGCCTTCCTT 
92 NM_007393.1 

Actb rv CGGATGTCAACGTCACACTT 

Gapdh fw CAACAGCAACTCCCACTCTTC 
164 NM_008084.2 

Gapdh rv GGTCCAGGGTTTCTTACTCCTT 

Hprt1 fw TGACACTGGTAAAACAATGCA 
94 NM_013556.2 

Hprt1 rv GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 

 

3.3.7 Real-Time-qPCR 

Die cDNA wurde zunächst auf eine Konzentration von 5ng/µl mit DEPC-Wasser 

verdünnt, anschließend wurden die Komponenten der qPCR mit Hilfe des Precision 

Liquid Handling System CAS-1200 (Corbett Life Science) zusammenpipettiert. 

Hierbei kam folgender Reaktionsansatz zur Anwendung: 

10 µl Brilliant II SYBR Green qPCR Master Mix, Stratagene 

5 µl Primer Mix (2µM fw, 2µM rv) 

5 µl Sample (eingestellt auf 5ng/µl) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=6754097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=6671508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=126012538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=96975137
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Die anschließende Vermessung der Proben geschah am Rotor-Gene 6000 rotary 

analyzer (Corbett Life Science) nach folgendem Schema: 

Aktivierung der Polymerase bei 95°C/10 min 

Denaturierung 95°C/15s 

Annealing 60°C/30s  40 Zyklen 

Extension 72°C/30s 

Bei jeder Messung wurde eine Negativprobe (DEPC-Wasser) sowie eine non-

template-control (Primermix + DEPC-Wasser) mitgeführt, um sowohl 

Verunreinigungen durch Fremd-DNA als auch ein hohes Selfpriming des jeweiligen 

Primers auszuschließen. 

3.3.8 Bestimmung von Ct-Werten 

Um die gewonnen qPCR-Daten quantitativ zu analysieren, wurde zunächst der cycle 

threshold (Ct-Wert) bestimmt. Diese Größe beschreibt den Zyklus, bei dem die 

Amplifikationskurve eine a priori festgelegte Fluoreszensintensität übersteigt. Als 

Grenzwert (threshold) für die Fluoreszensintensität wurde der Wert 10-1 gewählt, da 

sich die Amplifikationskurve hier in der exponentiellen Phase befindet und somit ein 

Überschuss an Reagenzien vorliegt, sodass eine Hemmung der Reaktion durch 

limitierte Reagenzien wie in der Plateau-Phase äußerst unwahrscheinlich ist. Der 

gewählte Grenzwert wurde über alle Analysen hinweg beibehalten, um eine 

Vergleichbarkeit der Messungen zu gewährleisten.  

 

Abbildung 11: Mehrere Amplifikationskurven  in linearer Skalierung zur Veranschaulichung. 
Der gewählte Grenzwert der Fluoreszenzintensität („threshold“) ist als rote Linie dargestellt und liegt 
wie beschrieben bei 10

-1
. Die Ct-Werte werden durch den Schnittpunkt der jeweiligen 

Amplifikationskurve mit dem Grenzwert ermittelt. Da eine hohe Ausgangsmenge des 
Zieltranskriptes zu einer schnelleren Amplifikation führt und es dadurch zu einem früheren Anstieg 
der gemessenen Fluoreszenzintensität kommt, stellt der Ct-Wert ein indirektes Maß für die in der 
jeweiligen Probe enthaltene Transkriptmenge dar und ist daher für die relative Quantifizierung 
essentiell. 
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3.3.9 Schmelzkurvenanalyse 

Im Anschluss an jede PCR-Reaktion wurde zur genaueren Charakterisierung der 

amplifizierten PCR-Produkte eine Schmelzkurve aufgezeichnet (siehe Abbildung 12). 

Hierbei wurde die Temperatur in Intervallen von 0.2 K von 72°C-95°C erhöht, dabei 

kommt es bei Erreichen einer spezifischen Temperatur (Schmelztemperatur) zur 

Abtrennung der amplifizierten DNA-Stränge in ihre Einzelstränge und infolgedessen 

zur Abnahme der gemessenen Fluoreszenzintensität. Die vom Programm des 

RotorGene 6000 ausgegebene Schmelzkurve stellte die erste Ableitung der 

Fluoreszenzmessungen dar. Die darauf ersichtlichen Peaks zeigen die 

Schmelztemperatur des jeweiligen PCR-Produktes sowie –falls vorhanden- 

unspezifische Produkte oder Primer-Dimere, wobei diese durch eine niedrigere 

Schmelztemperatur als das spezifische PCR-Produkt erkennbar sind. 

 

Abbildung 12: Darstellung der Schmelzkurve für das PCR-Produkt des LCN2-Primers im 
Programm RotorGene 6000.  
Es zeigt sich ein einheitlicher Peak als spezifischer Schmelzpunkt, da keine weiteren Peaks zur 
Darstellung kommen spricht dies gegen die Bildung von Primer-Dimeren oder unspezifischen PCR-
Produkten. Die Höhe der Peaks zeigt die jeweilige Menge des Produktes an. 
 

3.3.10 DNA-Gelelektrophorese zur Überprüfung der PCR-Produkte 

Um sicherzustellen, dass die verwendeten Primer die gewünschte Sequenz 

amplifizieren, wurde eine DNA-Gelektrophorese auf einem 1,5% Agarosegel 

angefertigt. Zunächst wurde das Gel durch Mischen von 1,2 g Agarose mit 80 ml 1x 

TAE-Puffer und anschließendem Erhitzen hergestellt. Nach Abkühlen bis ca.40°C 

sowie Zugabe von 2µl SYBR Green, wurde das Gel in die Gießkammer eingefüllt und 

anschließend unter Lichtschutz für 60 Minuten ausgehärtet. Nachfolgend wurde das 
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Gel in die Elektrophorese-Apparatur eingelegt und die Kammer mit 1x TAE-Puffer 

gefüllt, sodass das Gel mind. 0,5 cm mit Puffer bedeckt war, anschließend wurden 

die Kämme entfernt. Zur Probenvorbereitung wurden 4µl DEPC-H2O + 2µl 

Ladepuffer (6x Orange Loading Dye Solution) + 2µl der zu analysierenden Probe 

gemischt und kurz abzentrifugiert.  

Weiterhin wurden ein Größenstandard (O’Gene Ruler 100bp DNA Ladder, 

Fermentas) zur Skalierung sowie eine Negativkontrolle (H2O) zum Ausschluss von 

Verunreinigungen verwendet. Die fertigen Probengemische wurden nun in die 

vorgesehenen Geltaschen eingefüllt und das Gerät bei 80V für 60 Min angestellt. Die 

Auswertung der Gelelektrophorese erfolgte mit Hilfe des UV-Detektionsgerätes der 

Firma Qiagen (QIAxcel ScreenGel 1.0.2.0), siehe Abbildung 13. 

 

Abbildung 13: DNA-Gelektrophorese mit PCR-Produkten der verwendeten Primer und 
anschließende automatisierte Auswertung (QIAxcel ScreenGel 1.0.2.0.)  
Anhand der linksseitig dargestellten Ladder als Größenstandard lassen sich die Produktlängen der 
einzelnen Primer bestimmen, diese entsprechen den theoretischen Werten aus dem Primerdesign. 
Andere unspezifische Amplifikate, wie beispielsweise Primerdimere, waren nicht zu erkennen. 
 

3.3.11 Ermittlung der Primereffizienzen 

Das Konzept der RT-PCR geht davon aus, dass in jedem Zyklus eine Verdopplung 

der PCR-Produkte stattfindet, dies setzt eine Primereffizienz von 100% voraus. Da 

die Primereffizienzen in der Realität jedoch zwischen 70%-100% schwanken, 

müssen diese bestimmt und bei der Quantifizierung berücksichtigt werden (Yuan et 

al. 2008). Dementsprechend hat die ermittelte Primereffizienz bei der Berechnung 

der Expressionsveränderungen nach der Pfaffl-Methode erheblichen Einfluss auf das 

Ergebnis (Pfaffl 2001). In dieser Arbeit wurde die experimentelle Bestimmung mit 

Hilfe serieller Verdünnungsreihen gewählt, da dies eine etablierte Methode darstellt 

(Pfaffl 2001), es soll jedoch nicht unerwähnt bleiben, dass durch Verdünnungsreihen 
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errechnete Effizienzen tendenziell etwas höher erscheinen als die realen Effizienzen 

der Primer, da hierbei stark idealisierte Reaktionsbedingungen vorherrschen 

(aufgereinigtes PCR-Produkt als „template“, keine störenden Fremdtranskripte, etc.). 

 

Pro Primermix wurden jeweils drei PCR-Reaktionsansätze gepoolt und die so 

erhaltenen 50µl PCR-Produkt mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) 

aufgereinigt, anschließend wurde die Konzentration der aufgereinigten DNA am 

Nano-Drop Photospectrometer bestimmt und mit DEPC-Wasser auf 10 ng/µl  

eingestellt. Für die Ermittlung der Primereffizienzen wurden 7-fach-Verdünnungen mit 

seriellen Verdünnungschritten von 1:10 ausgehend von einer Konzentration von 1 

pg/µl mit Hilfe des Precision Liquid Handling System CAS-1200 (Corbett Life 

Science) für jeden Primer erstellt, folglich ergaben sich folgende 

Verdünnungsschritte: 1 pg/µl, 100 fg/µl, 10 fg/µl, 1 fg/µl, 100 ag/µl, 10 ag/µl, 1 ag/µl.  

Jede Konzentrationsstufe wurde anschließend in Dreifachbestimmung am 

RotorGene 6000 (Corbett Life Science) vermessen. 

 

Abbildung 14: Verdünnungsreihe zur Bestimmung der Primereffizienz in logarithmischer 
Skalierung. 
Die Amplifikationskurven der Proben mit gleicher Konzentrationsstufe verlaufen im Idealfall gleich und 
haben einen identischen Ct-Wert, was hier annähernd zur Darstellung kommen soll. 
 

Durch Auftragen der jeweiligen Ct-Werte in Abhängigkeit von der Konzentration des 

PCR-Produktes erhält man eine abfallende lineare Funktion, aus deren negativem 

Anstieg die Primereffizienz E mit folgender Formel (Pfaffl 2001) berechnet werden 

kann: 

E = 10 -1/Anstieg
 

E [%] = (10 -1/Anstieg
 – 1) ・ 100 
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3.3.12 Referenzgen-Analyse mittels geNorm und NormFinder 

Da bei der delta-delta-Ct-Methode die Genexpressionsveränderungen der Zielgene 

in Relation zu einem oder mehreren Referenzgenen gesetzt werden, ist die 

Ermittlung der am besten geeigneten Referenzgene notwendig. Hierfür stehen 

mehrere Anwendungen zur Verfügung, die über unterschiedliche Verfahren 

diejenigen Referenzgene ermitteln, die eine möglichst stabile Expression zeigen. In 

dieser Arbeit wurden zu diesem Zweck die beiden etablierten Excel-Anwendungen 

„geNorm“ (Vandesompele et al. 2002) und „NormFinder“ verwendet (Andersen et al. 

2004). Mit „geNorm“ wird für jedes Gen ein Expressionsstabilitätswert M, als die 

mittlere paarweise Variation dieses Gens, im Verhältnis zu allen anderen getesteten 

Referenzgenen, berechnet. Hierbei wird vorausgesetzt, dass keine Co-Regulation 

vorliegt. Durch schrittweisen Ausschluss des Gens mit dem höchsten Stabilitätswert 

M kann eine Rangfolge der getesteten Gene nach der Stabilität der Genexpression 

erstellt werden. Ein kleiner M-Wert eines getesteten Referenzgens bedeutet 

demnach eine hohe Expressionsstabilität. Um die Genauigkeit der nachfolgenden 

Genexpressionsmessungen zu erhöhen, wird empfohlen mehrere Referenzgene mit 

einzubeziehen (Vandesompele et al. 2002). Dies erfolgt, indem durch die 

Bestimmung des geometrischen Mittels der stabilsten Gene ein 

Normalisierungsfaktor errechnet wird. Durch paarweisen Vergleich der Variation 

zweier Normalisierungsfaktoren (V-Wert), die aus einer ansteigenden Anzahl von 

Referenzgenen berechnet wurden, kann außerdem die optimale Anzahl an 

Referenzgenen bestimmt werden, hier dient als Cut-Off der V-Wert 0,15. Bei höheren 

Werten wird der Einschluss eines weiteren Referenzgens zur Berechnung des 

Normalisierungsfaktors empfohlen. 

Der „NormFinder“-Algorithmus ist ein mathematisches Modell, welches nicht nur die 

Gesamt-Variation der jeweiligen getesteten Referenzgene bestimmt, sondern sowohl 

die Variation innerhalb der Sub-Gruppen (intra-group variation) als auch zwischen 

den Sub-Gruppen (inter-group variation) vergleicht und wichtet, dieser Ansatz ist 

daher weniger anfällig für Fehlinterpretationen, die durch Co-Regulation von 

potentiellen Referenzgenen entstehen können (Andersen et al. 2004). Die möglichen 

Referenzgene (Actb, Gapdh, Hprt1, Gusb) wurden für das jeweilige Organ mit beiden 

Berechnungsmodellen untersucht.  
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3.3.13 Ergebnisse der Referenzgen-Analyse 

Die Daten der für die Normalisierung in Frage kommenden Referenzgene Actb, 

Gapdh, Hprt1, Gusb wurden mit den Excel-Anwendungen geNorm und NormFinder 

für jedes Organ einzeln analysiert. Bei den Leberproben ergaben die beiden 

Analysemethoden konsistente Ergebnisse, sodass die Referenzgene Gapdh und 

Hprt1 ausgewählt wurden (siehe Abbildung 15). 

 

Auch bei den Nierenproben waren die Ergebnisse mit beiden Methoden konsistent, 

Gapdh und Actb wurden als geeignete Referenzgene zur Normalisierung der Daten 

identifiziert (siehe Abbildung 16). Zum Zeitpunkt der Analysen wurde der geNorm-Wert 

für die Bestimmung der notwendigen Anzahl an Referenzgenen (V-Wert) 

offensichtlich fehlinterpretiert und dabei Hprt1  als weiteres (eigentlich nicht 

erforderliches) Referenzgen mit einbezogen. Mitunter wird jedoch empfohlen 

standardisiert die drei stabilsten Referenzgene in den Normalisierungsfaktor mit 

einzubeziehen (Vandesompele et al. 2002), sodass dies auch unter Hinzunahme 

zweckdienlicher Literatur nicht als nachteilig für die nachfolgenden 

Expressionsanalysen zu werten ist. 

Abbildung 15: Referenzgenanalyse für das Organ Leber. 
Je geringer der Expressionsstabilitätswert M ist, desto höher ist die Expressionsstabilität. In der 
geNorm-Analyse wird zusätzlich die optimale Anzahl an Referenzgenen ermittelt (leere Balken), hier 
zeigt sich bei V2/3 ein Wert unterhalb des Cut-Off-Wertes von 0,15, sodass bei zwei Referenzgenen 
die Hinzunahme eines dritten Referenzgens nicht notwendig ist. NormFinder analysiert zusätzlich die 
beste Kombination zweier Referenzgene. Bei beiden Berechnungsmodellen (geNorm bzw. 
NormFinder) erwiesen sich die Referenzgene Hprt1 und Gapdh als die stabilsten. 
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Bei den Lungenproben ergaben sich mit den beiden Berechnungsmodellen 

unterschiedliche Ergebnisse (siehe Abbildung 17), es wurden daher die, von beiden 

Modellen als die drei stabilsten Referenzgene identifizierten Gene Actb, Hprt1 und 

Gapdh ausgewählt. 

 

 

Für die Herzproben zeigen beide Algorithmen die Referenzgene Hprt1 und Gapdh 

als stabilste Gene an, die geNorm-Analyse ergibt keine Notwendigkeit für den 

Einschluss eines weiteren Referenzgens (V-Wert <0,15).   

Abbildung 17: Referenzgenanalyse für das Organ Lunge. 

Hier unterscheiden sich die Ergebnisse hinsichtlich der stabilsten Referenzgene. Während geNorm 

Actb und Gapdh ermittelte, zeigte NormFinder Hprt1 gefolgt von Actb als geeignete Referenzgene an. 

Es wurden daher die (in beiden Modellen) drei stabilsten Referenzgenen zur Berechnung des 

Normalisierungsfaktors herangezogen. 

Abbildung 16: Referenzgenanalyse für das Organ Niere. 
Bei beiden Berechnungsmodellen (geNorm bzw. NormFinder) weisen die Referenzgene Gapdh und 
Actb den geringsten Wert auf und besitzen somit die höchste Expressionsstabilität der getesteten 
Gene. Der Wert bei V2/3 liegt wiederrum unter 0,15, sodass ein weiteres drittes Referenzgen nicht 
erforderlich ist. 
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3.3.14 Relative Quantifizierung 

Die Genexpressionsveränderungen wurden nach der etablierten delta-delta-Ct-

Methode mit folgender Formel bestimmt (Pfaffl 2001). 

 

 

In den Zähler der Formel geht die Effizienz des Primerpaares für das jeweilige 

Zielgen (target) potenziert mit der Differenz der Ct-Werte von unbehandelten (control) 

vs. septischen-  bzw. sham-Proben (sample) ein. Analog dazu berechnet sich der 

Nenner für das Referenzgen (reference, ref), hierbei wurde jedoch der, aus den 

vorher ermittelten Referenzgenen errechnete, Normalisierungsfaktor eingesetzt. Die 

mit Hilfe der Pfaffl-Formel berechneten ratios zeigen bei einem Wert über 1 eine 

Hochregulation des Gens, bei Werten zwischen 0 und 1 eine Herabregulation des 

Gens an. Nachfolgend wurden die Daten log2 –transformiert, so dass Hochregulation 

bzw. Herabregulation nur mit positivem bzw. negativem Vorzeichen belegt sind. 

3.3.15 Statistische Auswertung 

Die Daten wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 19 ausgewertet.  

Um das passende statistische Verfahren zur Prüfung auf signifikante Unterschiede 

der Expression eines Gens zwischen den Versuchsgruppen auszuwählen, wurde 

zunächst der Kolmogorov-Smirnov-Test (KS-Test) durchgeführt um zu prüfen, ob die 

Daten eines jeweiligen Gens normalverteilt sind: hierzu wurden jeweils alle Daten 

Abbildung 18:  Referenzgenanalyse für das Organ Herz. 
Konsistente Ergebnisse der beiden Berechnungsmodelle geNorm und Normfinder. Hprt1 und Gapdh 
weisen den kleinsten Expressionsstabilitätswert auf und sind daher die stabilsten Referenzgene. 
NormFinder identifiziert die Kombination dieser beiden Gene als die am besten geeignete. 
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eines Gens über alle Gruppen hinweg – nach Organen getrennt - herangezogen, da 

aufgrund der relativ geringen Gruppengröße zu wenige Daten vorlagen, um den KS-

Test für jede Versuchsgruppe einzeln durchzuführen. Liegt der Wert der 

asymptotischen Signifikanz im KS-Test <0,05 weichen die Daten mit 95%-

Wahrscheinlichkeit von einer Normalverteilung ab, sodass zur Prüfung auf statistisch 

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in diesem Falle der Mann-Whitney-

U-Test als nicht parametrischer Test durchgeführt wurde. Im Falle der 

Normalverteilung wurde eine einfach-faktorielle Varianzanalyse mit anschließender 

Post hoc-Analyse mittels Bonferroni-Prozedur durchgeführt. 

Zur graphischen Veranschaulichung wurde bei nicht konsistent vorliegender 

Normalverteilung die Darstellung anhand von Whisker-Box-Plots gewählt.  

Bei den beschriebenen Tests wurde jeweils ein Fehlerniveau von 5% gewählt. 

3.3.16 Histologische Methoden 

Für die histologischen Untersuchungen lagen die Gewebe zu Beginn dieser Arbeit 

bereits in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet vor (siehe Abschnitt 3.1). Die 

Herstellung der Schnittpräparate und die anschließenden immunhistochemischen 

Färbungen mit einem NGAL-Antikörper (purified rabbit polyclonal Anti-LCN2, 

Cat.#AB2267, Milipore) wurden von Frau Brigitte Specht (AG Exp. Anästhesie, 

Uniklinikum Jena) durchgeführt. Es wurden jeweils drei Organe (Leber, Lunge, Niere) 

einer Nummer auf einem Objektträger platziert, ein Objektträger als Negativkontrolle. 

Folgendes Protokoll wurde für die immunhistochemische NGAL- Färbung verwendet: 

Vorbereitung:  

 Xylol und Ethanol für Entparaffinierung 

 1x Waschpuffer (wie DAKO) vorbereiten ca. 2 x 2 Liter, selbst hergestellt – ohne  

Tween 

 Retrivalpuffer (DAKO) vorbereiten, evtl. schon vorrätig in Kühlschrank 

 1x PBS für Verdünnung Protein-Block 

 POD-Blockierung, Fa. DAKO 

 ABC-Kit Vectastain (PK 6101) 

o Blockierung: In 10 ml PBS (1x)  3 Tropfen Goat-Serum aus Kit 

o Sekundärantikörper 

o ABC-Reagenz 

 DAB–Kit Vector 

 Hämalaun nach Meyer 1:1 mit aq.dest verdünnt 
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 Feuchte Kammer 

 Wässriges Eindeckmedium 

 

Schritt 1: Entparaffinierung und Rehydrierung (nur bei Paraffinschnitten) 

Xylol (1x a 10 Min, 1x 5 Min.), Ethanol (2 x 100>96>70 a 2 Min., >aq.dest., jeweils 2 

Min) 

Schritt 2: Antigendemaskierung mit DAKO Retrival-Puffer, pH 6,0 20 Minuten 

- Danach 30 Minuten abkühlen lassen 

- Danach 2 x 2 Minuten in Waschpuffer spülen  

Schritt 3: Peroxidase-Blockierung mit POD-Blockierung von DAKO 

- 30 Minuten Inkubation in der feuchten Kammer 

- Danach 2 x 2 Min. in Waschpuffer spülen 

Schritt 4: Protein-Blockierung aus ABC-Kit Vectastain – siehe Vorbereitung  

- 20 Minuten Inkubation bei RT in der feuchten Kammer 

- Danach 2 x 2 Minuten in Waschpuffer spülen 

Schritt 5: Primärantikörper – Verdünnung in Protein- Blockierung 1:200 

Je Schnitt 200 µl mit Pipette auftropfen 

Negativ-Kontrolle:  in der Nähe des Beschriftungsfeldes nur Protein-Blockierung 

auftropfen  

Inkubation über Nacht bei 4°C  

- Danach kurz unter fließendem aq.dest abspülen 

- Danach 3 x 2 Minuten in Waschpuffer spülen 

Schritt 6: Sekundärantikörper aus Vectastain – Kit 

In 10 ml Protein – Blockierungslösung (– siehe Vorbereitung ) 1 Tropfen Sek. AK 

(blaues Etikett) 

- 30 Minuten Inkubation in feuchter Kammer 

- Danach 3 x 2 Minuten in Waschpuffer spülen 

Schritt 7: Vectastain – Elite ABC Reagenz 

- In 5 ml PBS  jeweils genau 2 Tropfen Reagenz  A und B zugeben 

- 30 Minuten bei RT stehen lassen 

- Inkubation auf den Schnitten 30 Minuten 

- Danach 2 x 2 Minuten in Waschpuffer spülen 

Schritt 8: Färbung mit Vector – DAB –Kit: 

In 5 ml  aq.dest: 2 Tropfen Puffer aus Kit, 4 Tropfen DAB, 2 Tropfen Peroxid (– kein 

Nickel-Verstärker verwenden) 

Sofort auf Schnitte aufbringen  

Je nach Braunfärbung  in Waschpuffer abstoppen  
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Dauer der Färbung 5 – 15 Minuten 

Schritt 9: Gegenfärbung mit Hämalaun 1:1 in aq.dest verdünnt 

Färbung 5 Minuten 

Wässern 7 Minuten 

 Schritt 10 : Eindecken mit Aqua Tex 
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4 Ergebnisse 

4.1 Genexpressionsanalyse der Zielgene 

In den folgenden Abbildungen sollen die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse der 

ausgewählten Zielgene gezeigt werden. Die Darstellung erfolgt aufgrund der 

vorhandenen Daten (Abschnitt 3.3.15) anhand von Whisker-Box-Plots, hierbei enthält 

eine Box 50% der Daten, weiterhin ist der Median als horizontale Linie 

eingezeichnet, hierbei finden sich 50% der Daten ober- bzw. unterhalb dieses 

Wertes. Demnach befinden sich innerhalb der Box jeweils 25% der Daten ober- bzw. 

unterhalb des Medianwertes.  

Die x-Achse beinhaltet die verschiedenen Versuchsgruppen, auf der y-Achse ist das 

Ausmaß der Expressionsveränderung als log2-transformierter Datensatz dargestellt, 

sodass ein Wert von 0 keine Veränderung der Expression bedeutet, ein Wert von 1 

kennzeichnet eine Verdopplung der Expression, entsprechend zeigt ein Wert von -1 

eine Halbierung der Transkriptmenge an. 

Es wurde die organübergreifende grafische Darstellung für jeweils ein Zielgen 

ausgewählt, um das Ausmaß der Expressionsveränderung zwischen den einzelnen 

Organen vergleichbar zu machen. 
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Abbildung 19: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse für das Gen Lcn2 
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4.1.1 Ergebnisse der Genexpression für Lcn2 

Für das Gen Lcn2 liegen bei allen Organen nicht normalverteilte Daten vor, sodass 

der Mann Whitney-U-Test als nichtparametrischer Test zum Vergleich der Daten 

gewählt wurde. 

Leber: Insgesamt lässt sich ein starker Anstieg der Expression von Lcn2 bei den 

septischen Tieren im Vergleich zu den Sham-Tieren beobachten. Im Median-

Vergleich der 6h PCI- mit den 6h Sham-Tieren zeigt sich ein 206-facher Anstieg, 

nach 24h ist die Expression der PCI-Tiere um das 163-fache angestiegen, wobei 

bereits die beiden Sham-Gruppen einen deutlichen Anstieg der Transkription auf das 

3,5-fache (6h) bzw. 5,3-fache (24h) der unbehandelten Tiere aufweisen. Bei den 

Sham-Tieren ist zudem eine größere Streuung der Daten vor allem oberhalb des 

Medianwertes zu beobachten als bei den septischen Tieren. Weiterhin zeigt sich, 

dass die Werte der 24h PCI-Tiere deutlich stärker streuen als diejenigen der 6h PCI-

Tiere. 

Niere: Ähnlich zu den Leberproben zeigt sich in der Niere ebenfalls ein starker 

Anstieg der Transkription von Lcn2 bei den septischen Tieren. Im Median-Vergleich 

der 6h PCI- mit den 6h Sham-Tieren steigt die Expression um das 180-fache. 

Vergleicht man die 24h PCI- mit den 24h Sham-Tieren ergibt sich ein Anstieg um das 

347-fache. Die Sham-Tiere weisen lediglich nach 24h eine leichte Erhöhung der 

Expression (um 60%) auf. Auch in der Niere ist bei den 24h PCI-Tieren eine starke 

Streuung der Daten unterhalb des Medianwertes zu verzeichnen.  

Lunge: Die Lungenproben der septischen Tiere zeigen ebenfalls einen deutlichen 

Anstieg der Transkription im Vergleich zu den Sham-Tieren, verglichen mit den 

Leber- und Nierenproben steigen die Expressionswerte hier aber weniger stark an 

(15-fach bei 6h und 14-fach bei 24h). Die Sham-Tiere zeigen nur minimale 

Expressionsveränderungen verglichen mit den unbehandelten Tieren. Auch in der 

Lunge ist eine deutliche Streuung der Daten bei den 24h PCI-Tieren zu beobachten. 

Herz: Auch bei den untersuchten Herzen steigt die Expression der septischen Tiere 

verglichen mit den Sham-Tieren stark (bei 6h 59-fach, bei 24h 242-fach). Die Sham-

Tiere zeigen einen 2,2- bis 3,5- fachen (6h bzw. 24h) Anstieg der Expression 

verglichen mit den unbehandelten Tieren. Bei den 24h PCI-Tieren fällt eine starke 
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Streuung der Datenwerte auf beiden Seiten des Medianwertes auf, vor allem 

unterhalb des Medianwertes. 

 

 

4.1.2 Ergebnisse der Genexpression für Slc22a17 

Leber: Insgesamt reagierten alle Behandlungsgruppen mit einer Herabregulation der 

Transkription von Slc22a17, bereits die Sham-Tiere senkten die Transkription um das 

3-fache im Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Im PCI-Modell ergab sich nach 

6h eine leichte Expressionsminderung um 60%, nach 24h PCI-Behandlung zeigt sich 

eine nur minimale Herabregulation um 10% (jeweils im Vergleich zur entsprechenden 

Sham-Gruppe), wobei jedoch die Streuung der Daten zu beachten ist. Eine 

statistische Signifikanz bei einem Fehlerniveau von 5% liegt hier nicht vor. 

Niere:  In der Niere zeigte sich eine moderate Herabregulation von Slc22a17, nach 

6h PCI vermindert sich die Transkriptmenge um 30%, nach 24h PCI kann eine 60% 

Herabregulation im Vergleich zur Sham-Gruppe beobachtet werden (jeweils 

statistisch signifikant). Die Sham-Tiere weisen nur geringe Veränderungen zu den 

unbehandelten Tieren auf (Herabregulation nach 6h und 24h um 10% bzw. 20%). 
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Abbildung 20: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse für das Gen Slc22a17 
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Die Streuung der Daten ist insgesamt gering, lediglich die Werte der 24h PCI-Tiere 

zeigen eine etwas stärkere Streuung. 

Lunge: Hier sind ähnliche Ergebnisse wie bei den Nierenproben zu erkennen. Die 

Sham-Behandlung hatte auch hier nur eine minimale Auswirkung auf die 

Transkription von Slc22a17, jedoch reagierten die Tiere im PCI-Modell mit einer 

Herabregulation der Expression, bei 6h PCI um das 2,4-fache, bei 24h vermindert 

sich die Expression um 90% (jeweils zur entsprechenden Sham-Gruppe), diese 

Veränderungen sind statistisch signifikant (auf 5% Fehlerniveau). Auch in den 

Lungenproben ist im PCI-Modell nach 24h eine etwas stärkere Streuung der Daten 

zu sehen. 

Herz: Im PCI-Modell zeigt sich nach 6h eine Herabregulation um das 3,9-fache, nach 

24h ist der Effekt nur minimal (10% Senkung) und statistisch nicht signifikant. Es gilt 

jedoch zu beachten, dass die Daten hier bereits bei beiden Sham-

Behandlungsgruppen eine größere Streubreite aufweisen, der Median nach 6h 

Sham-Behandlung liegt 2,7-fach höher als bei den unbehandelten Tieren. Die 24h-

Sham Tiere weisen wiederrum nur minimale (10% Verminderung)  zu den 

unbehandelten Tieren auf, jedoch sind auch hier die Daten etwas stärker gestreut.  
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4.1.3 Ergebnisse der Genexpression für Fth1 

Leber: Die Expression des Gens Fth1 veränderte sich in der Leber nur geringfügig. 

Beide PCI-Behandlungsgruppen zeigen bei moderater Streuung der Daten eine 

Erhöhung der Transkriptmenge um 40% verglichen mit der jeweiligen Sham-Gruppe. 

Jedoch wurde die Transkription von Fth1 bei den Sham-Gruppen leicht 

herabreguliert, bei 6h um 40%, bei 24h um 70%. 

Niere: Die Daten weisen eine leichte Hochregulation um 40% nach 6h PCI-

Behandlung auf sowie um 70% nach 24h PCI-Behandlung (jeweils im Vergleich zur 

entsprechenden Sham-Behandlung). Bei den Sham-Gruppen sind im Vergleich zu 

den unbehandelten Tieren nur minimale Expressionsveränderungen zu sehen. Mit 

Ausnahme der 24h PCI-Gruppe ist die Streubreite der Daten relativ gering. 

Lunge: Die Lungenproben weisen ein ähnliches Expressionsmuster wie die 

Nierenproben auf. Die Transkriptmenge erhöhte sich nach 6h PCI um 80% bzw. nach 

24h PCI um 50% verglichen mit der entsprechenden Kontrollgruppe. Die Sham-Tiere 

zeigten eine leichte Hochregulation (um 30% nach 6h, um 20% nach 24h) gegenüber 

den unbehandelten Tieren. Ähnlich wie bei den Nierenproben ist vor allem bei den 

24h PCI-Tieren eine deutliche Streuung der Daten zu erkennen. 

* 

* 
* 

* 

* 

Abbildung 21: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse für das Gen Fth1 
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4.1.4 Ergebnisse der Genexpression für Ftl1 

Leber: Insgesamt betrachtet fällt eine Herabregulation in allen Behandlungsgruppen 

auf. Vergleicht man die PCI-Tiere mit den Sham-Tieren zeigen sich inkonsistente 

Veränderungen: nach 6h PCI-Behandlung steigert sich die Expression um 20%, bei 

den 24h PCI-Proben zeigt sich jedoch eine Herabregulation des Ftl1 Gens um 60% 

(jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe). Dabei sollte jedoch die Streuung der Daten 

beachtet werden, die vor allem bei den septischen Gruppen etwas höher ist. 

Niere: Bei vergleichsweise geringen Veränderungen und geringer Streubreite der 

Daten, lässt sich eine Herabregulation der 6h PCI-Proben um 20% erkennen, 

während die 24h PCI-Proben eine etwas stärkere Verringerung der Transkriptmenge 

um 40% aufweisen. Bei den Sham-Proben zeigt sich lediglich nach 6h eine leichte 

Herabregulation um 40% im Vergleich zu den unbehandelten Tieren. 

Lunge: In der Lunge lassen sich insgesamt nur geringfügige (statistisch nicht 

signifikante) Veränderungen beobachten. Die PCI-Gruppen zeigen nur nach 24h 

geringe Veränderungen (Steigerung der Expression um 20%) im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Sham). Die Streubreite der Daten ist überwiegend gering, die 24h 

PCI-Proben zeigen eine etwas erhöhte Streuung oberhalb des Medianwertes. 

* * 
* 

Abbildung 22: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse für das Gen Ftl1 
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4.1.5 Ergebnisse der Genexpression für Tfrc 

Leber: Die Daten für Transkripte des Transferrin-Rezeptors (Tfrc) zeigen nach 6h 

PCI-Behandlung keine signifikanten Expressionsveränderungen, die 24h PCI-Gruppe 

zeigt eine leichte Herabregulation um 50% (jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe), 

aufgrund der Verteilung der Daten ist diese jedoch nicht statistisch signifikant. 

Weiterhin zu beachten ist, dass bereits die Sham-Proben im Vergleich zu den 

unbehandelten Tieren uneinheitliche Expressionsveränderungen abhängig von der 

Dauer der Behandlung aufweisen. Während die 6h Sham-Tiere nur minimale 

Veränderungen zeigten, erhöhte sich bei den 24h Sham-Tieren die Expression von 

Tfrc deutlich (3,3-fach). Es ist außerdem eine moderate Streuung der Daten bei allen 

behandelten Tieren zu sehen. 

Niere: Im Vergleich der septischen Tiere mit der entsprechenden Sham-Gruppe zeigt 

sich eine geringe Verminderung der Transkriptmenge für Tfrc (6h PCI um 10%, 24h 

PCI um 50%). Die Sham-Behandlung hat jedoch sehr unterschiedliche 

Auswirkungen, nach 6h zeigt sich eine Herabregulation um 60%, wohingegen nach 

24h eine Hochregulation um 80% zu beobachten ist. Weiterhin findet sich eine 

moderate Streuung der Daten bei den 6h Sham- und PCI-Tieren und eine größere 

Streubreite bei den 24h PCI-Proben. 

* 

* 
* 

* 

* 

Abbildung 23: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse für das Gen Tfrc 
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Lunge: Das Expressionsmuster ähnelt dem der beiden anderen untersuchten 

Organe. Sowohl die Transkriptmenge der 6h PCI-Tiere als auch die der 24h PCI-

Tiere wurden im Vergleich zur entsprechenden Sham-Gruppe herabreguliert (bei 6h 

um 30%, bei 24h 2,1-fach). Auch in der Lunge sind uneinheitliche Veränderungen 

der Sham-Proben im Vergleich zu den unbehandelten Tieren zu beobachten (bei 6h 

keine Veränderung, bei 24h Hochregulation um 40%). Eine erhöhte Streubreite zeigt 

sich vor allem bei den 24h PCI-Proben.  
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4.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen 

In den immunhistochemischen Untersuchungen erfolgte wie in Abschnitt 3.3.16 

beschrieben eine Färbung des Gewebes mit einem Antikörper, der gegen NGAL 

gerichtet ist. Nachfolgend sollen die Ergebnisse der Färbungen in den untersuchten 

Organen Niere, Leber und Lunge dargestellt werden. 

4.2.1 Niere 

Bei den septischen Tieren zeigt sich sowohl nach 6h als auch nach 24h ein deutliche 

Ansammlung von NGAL im apikalen Bereich von vielen am ehesten proximalen 

Tubuli des Rindenlabyrinthes, eine sichere Differenzierung zwischen proximalen und 

distalen Tubuli ist jedoch nicht durchweg möglich. In den Glomeruli kann NGAL 

vereinzelt in Mesangiumzellen nachgewiesen werden. Darüber hinaus zeigen die 

übrigen Tubuli eine nur geringe Reaktion, wie bei den Sham-behandelten Tieren. 

Eine deutliche Betonung spezifischer Strukturen zeigt sich in den Sham-Gruppen 

nicht (siehe Abbildung 24). Die Negativkontrollen zeigten keine relevante Anfärbung 

(nicht dargestellt).  
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Abbildung 24: Darstellung der NGAL-Immunhistochemie der Niere.  
A) und B) 6h PCI; C und D) 24h PCI; E) und F) 6h Sham; G) und H) 24h Sham.  
A und C) Anschnitt der Nierenrinde in der Übersicht. Deutliche Anfärbung multipler Tubuli des 
Rindenlabyrinthes.  
B und D) In der Vergrößerung zeigt sich eine kräftige Anfärbung mehrerer meist quer (vereinzelt auch 
längs) angeschnittener (proximaler) Tubuli. Weiterhin sind einzelne Nephrone mit einzelnen 
angefärbten Mesangiumzellen zu sehen. Bei den Tubuli mit deutlich sichtbarem Lumen handelt es 
sich um distale Tubuli. E) - H) jeweilige Sham-Gruppen in der Übersicht und in der Vergrößerung mit 
blasser Anfärbung einiger Tubuli, weiterhin einige Tubuli ohne Anfärbung, insgesamt keine kräftige 
Anfärbung spezifischer Strukturen wie bei den septischen Tieren. 
 

4.2.2 Leber 

In der Leber zeigt sich im PCI-Modell nach 6h ein Nachweis von NGAL in nahezu 

allen Hepatozyten, darüber hinaus in Kupffer-Zellen in den Sinusoiden und teilweise 

auch in der Portalvene selbst. 24h nach Instillation der humanen Faeces kann NGAL 

in den Hepatozyten nur in geringerem Umfang nachgewiesen werden, die 

ortsständigen Makrophagen sind jedoch weiterhin deutlich NGAL-positiv. Weiterhin 

zeigt sich 24h nach Instillation der humanen Faeces in einigen Proben eine deutliche 

Auflockerung der Zytoarchitektur mit Einlagerung von unterschiedlich großen 

Lipidtropfen.  

Bei den Sham-Proben ergibt sich nach 6h und nach 24h ein geringgradiger 

Nachweis von NGAL in den Hepatozyten. Kupffer-Zellen sind im Vergleich zu den 

septischen Proben deutlich weniger angefärbt. Die Negativkontrollen zeigten keine 

relevante Anfärbung (nicht dargestellt). Für die Abbildung wurde versucht möglich 

repräsentative Anschnitte zu wählen, dies war nur eingeschränkt zu gewährleisten, 

da sich innerhalb derselben Versuchsgruppe teilweise deutliche Schwankungen in 

der Färbeintensität zwischen den Proben zeigten (trotz Verwendung des in Material 

und Methoden beschriebenen standardisierten Färbeprotokolles). 
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Abbildung 25: Darstellung der NGAL-Immunhistochemie der Leber.  
A) und B) 6h PCI; C) und D) 24h PCI; E) und F) 6h Sham; G) und H) 24h Sham. 
Es wurden möglichst repräsentative Schnitte gewählt, teilweise zeigten sich jedoch auch innerhalb der 
Gruppen deutliche Unterschiede in der Färbeintensität (am ehesten technisch bedingt).   
In A) PCI 6h Übersicht: perizentral betont positive Farbreaktion im Zytoplasma der Hepatozyten, in B) 
ist mittig eine Zentralvene dargestellt, in den Sinusoiden zeigen einige Kupffer-Zellen eine intensivere 
Farbreaktion. An der Kerngegenfärbung erkennt man die Zellkerne der Hepatozyten, deren 
Zytoplasma ebenfalls NGAL-positiv ist C) 24h PCI mit insgesamt geringerer Anfärbung des 
Zytoplasmas der Heptozyten, jedoch zeigt sich eine ähnlich deutliche Reaktion in den Kupffer-Zellen. 
D) Es zeigt sich eine gewisse Auflockerung der Zytoarchitektur und eine Einlagerung kleiner 
Fetttröpfchen, daneben mehrere deutlich angefärbte Kupffer-Zellen. E-H) Die Anfärbung des 
Zytoplasmas unterscheidet sich hier kaum von 6h Sham zu 24h Sham und auch nur unwesentlich im 
Vergleich zu 24h PCI, in der Vergrößerung (F und H) zeigt sich jedoch eine deutlich geringere 
Anfärbung der Makrophagen im Vergleich zu PCI 6h und 24h. Nach 24h Sham-Behandlung zeigt sich 
weiterhin eine perivaskulär betonte punktförmige Anfärbung des Heptozytenzytoplasmas. 
 

4.2.3 Lunge 

Bei der Auswertung der immunhistochemischen NGAL-Färbung der Lunge zeigte 

sich bei den septischen Tieren sowohl nach 6h als auch nach 24 h ein NGAL- 

Nachweis vor allem in Makrophagen, möglicherweise auch in einzelnen Typ II-

Pneumozyten. Bei den Sham-behandelten Tieren ergaben sich zu beiden 

Zeitpunkten lediglich in vereinzelten Makrophagen eine Farbreaktion und damit ein 

NGAL-Nachweis. Die Negativkontrollen zeigten keine relevante Anfärbung (nicht 

abgebildet). 
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Abbildung 26: Darstellung der NGAL-Immunhistochemie der Lunge. 
A) und B) 6h PCI; C) und D) 24h PCI; E) und F) 6h Sham; G) und H) 24h Sham. 
In A) weitgehend intaktes Alveolarsystem, in B) erkennt man in der Vergrößerung die Alveolarwände, 
die Pneumozyten sowie interstitielle Makrophagen enthalten. Makrophagen sind NGAL-positiv, z.T. 
lassen sich auch NGAL-positive Pneumozyten abgrenzen. C) Die Alveolarstruktur erscheint teilweise 
kollabiert, in der Vergrößerung in D) ist eine Verdickung der Alveolarwände zu erkennen, hierbei 
eingelagerte NGAL-positive Zellen (am ehesten Makrophagen). E) und F) entsprechende 6h Sham-
Probe mit sehr vereinzeltem Nachweis NGAL-positiver Zellen. G) und H) entsprechende Sham-
Gruppe nach 24h, wie in der 6h Sham-Gruppe erhaltene Alveolarstruktur und in der Vergrößerung nur 
vereinzelte dezent NGAL-positive Zellen. 

 

 

 

  



60 

5 Diskussion 

5.1 Leitmotiv 

Sepsis ist nach wie vor eine häufig auftretende Erkrankung mit inakzeptabel hoher 

Mortalitätsrate, deren komplexe Pathophysiologie trotz intensiver 

Forschungsbemühungen bis dato nur unvollständig verstanden ist. Daher besteht ein 

großes Interesse die Mechanismen der Sepsis weiter zu entschlüsseln und neue 

diagnostische sowie therapeutische Möglichkeiten zu entwickeln. In unserer 

Arbeitsgruppe wurden in einer Array-basierten Untersuchung Gene identifiziert, die 

im Rahmen einer Sepsis mit einer Hochregulation reagieren, um diese dann näher zu 

charakterisieren (Weber et al. 2012). Eines dieser in der Sepsis stark hochregulierten 

Gene ist Lipocalin 2 (Ngal), sodass dieses in dieser Arbeit genauer untersucht 

werden sollte. Trotz über 1000 Publikationen bei PubMed bei der Stichwortsuche 

“NGAL oder Lcn2 oder Lipocalin 2“ im Titel, lassen sich lediglich 15 Publikationen 

finden, wenn man o.g. Stichwortsuche und den Begriff „Sepsis“ kombiniert, davon 

beschäftigten sich wiederrum nur sehr wenige Studien unmittelbar und systematisch 

mit NGAL im Rahmen der Sepsis, sodass dies ein weitgehend unerforschtes Feld ist. 

Großes Interesse entwickelte sich in den letzten Jahren über die Frage der Eignung 

des plasmatischen und Urin-NGAL als möglichen „frühen“ Biomarker der akuten 

Nierenschädigung: trotz intensiver Forschungsbemühungen erfolgt der Einsatz in der 

klinischen Routine aufgrund einiger noch offener Fragen bisher noch nicht. Während 

eine Messung des NGAL-Plasmaspiegels Informationen über das systemische 

Vorhandensein von NGAL unabhängig von dessen Syntheseort und Zielstruktur gibt, 

erlaubt die in dieser Arbeit angewendete organspezifische Messung der Ngal-mRNA 

einen Nachweis der Syntheseorte und dadurch eine differenziertere 

Betrachtungsweise des NGAL-Metabolismus. Um diesbezüglich neue Hypothesen 

über die Rolle von NGAL im Rahmen einer polymikrobiellen Sepsis generieren zu 

können, wurden in der vorliegenden Arbeit die wichtigsten im Rahmen einer Sepsis 

beteiligten Organe hinsichtlich ihrer Genexpressionsveränderungen von Ngal  und 

dessen Rezeptor Slc22a17 im Tiermodell der Sepsis (murines PCI-Modell) auf 

mRNA-Ebene untersucht. Um Informationen über die Dynamik der 

Expressionsveränderungen zu erhalten, wurden zwei unterschiedliche 

Versuchszeitpunkte (6h und 24h post infectionem) gewählt. Die Quantifizierung der 

mRNA mittels qRT-PCR wurde gewählt, da dies eine präzise Messung der gesamten 
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Ngal-mRNA des jeweiligen Organes unabhängig von der genauen zellulären 

Herkunft erlaubt. Die ergänzende Immunhistochemie sollte einerseits das 

Vorhandensein des Proteins im Gewebe nachweisen, darüber hinaus durch den 

Nachweis einer möglicherweise zellspezifischen Lokalisation neue Hypothesen über 

die zellulären Syntheseorte innerhalb des untersuchten Organes ermöglichen. 

5.2 Grundsätzliche Eignung des Tiermodells 

5.2.1 Translationale Tiermodelle in der Sepsisforschung 

Zur Erzeugung einer Sepsis im Tierexperiment stehen verschiedene Modelle zur 

Verfügung. Ein einfaches und häufig angewendetes Modell ist das LPS-Modell, bei 

dem durch Injektion von Lipopolysacchariden eine Endotoxämie erzeugt wird, dies 

induziert eine frühe überschießende proinflammatorische Reaktion bei allerdings 

fehlender Bakteriämie, was das klinische Bild einer polymikrobiellen humanen Sepsis 

jedoch weder in Dynamik noch Ausmaß der Wirtsreaktion adäquat widerspiegelt 

(Remick et al. 2000, Recknagel et al. 2013). Weiterhin existiert das weit verbreitete 

CLP-Modell (Hubbard et al. 2005), bei dem durch Ligatur und anschließende 

Punktion des Caecums eine Peritonitis hervorgerufen wird. Problematisch ist hierbei, 

dass verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel Veränderungen der bakteriellen 

Besiedlung im Darmtrakt oder das Trauma durch das operative Verfahren sowie die 

anhaltende Ischämie/Nekrose durch die Ligatur mit behandlungspflichtigen 

Abdominalschmerzen das Outcome wesentlich beeinflussen können und nicht 

vorhersagbar sind (Hubbard et al. 2005), zudem kommt es häufig zur Ausbildung 

eines Abszesses am Ort der Punktion(en), was die Entstehung einer diffusen 

Peritonitis, wie sie bei Sepsispatienten häufig vorkommt, verhindert (Maier et al. 

2004). Beim modifizierten PCI-Modell (peritoneal contamination and infection, PCI) 

nach Bauhofer et al. (Gonnert et al. 2011) wird durch intraperitoneale Injektion einer 

festgelegten Menge einer charakterisierten humanen Faeces-Suspension eine 

Peritonitis induziert (bei annähernd gleichem Gewicht erhalten alle Tiere eine 

Infektionsdosis von  5,5 · 106 KBE), dies bietet gegenüber dem „Goldstandard“ des 

CLP-Modells vor allem den Vorteil, dass die Infektionsdosis und die Art der Erreger 

standardisiert werden kann, durch die Mischung aerober und anaerober Bakterien 

ein breites Erregerspektrum vorliegt (wie es bei einer humanen Peritonitis ebenfalls 

der Fall ist) (Stamme et al. 1999, Parker und Watkins 2001) und das Modell 

insgesamt eine ausgezeichnete Reproduzierbarkeit aufweist. Aufgrund dieser 
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Vorteile wurde in dieser Arbeit das PCI-Modell gewählt. Dieses unterscheidet sich 

auch im Hinblick auf die messbaren Zytokinspiegel deutlich vom CLP-Modell, so 

deuten mehrere Studien darauf hin, dass sowohl pro- als auch antiinflammatorische 

Zytokine im CLP-Modell bereits nach 24h auf das Ursprungsniveau absinken (Cauvi 

et al. 2012, Bhargava et al. 2013, Vazquez et al. 2015), wohingegen im PCI-Modell 

nach 24h ein weiterer Anstieg zu verzeichnen ist (Otto et al. 2013) In Bezug auf eine 

sepsisinduzierte Leberdysfunktion wurde gezeigt, dass sich die hierbei abspielenden 

Mechanismen im Vergleich eines Endotoxämie- bzw. LPS-Modells einerseits und 

dem PCI-Modell andererseits deutlich unterscheiden, so kommt es im PCI-Modell zu 

einer Störung der exkretorischen Leberfunktion, die auch im Kollektiv der 

Sepsispatienten gezeigt wurde. Im Gegensatz hierzu kommt es im LPS-Modell zu 

höheren Zytokinspiegeln und Markern des oxidativen Stresses, jedoch zu keiner 

signifikanten Störung der exkretorischen Leberfunktion (Recknagel et al. 2013).  

Auf dieser Grundlage kann postuliert werden, dass das PCI-Modell am ehesten die 

Auswirkungen einer Sepsis simuliert. Allerdings bestehen auch im PCI-Modell einige 

Limitationen: Zum einen wird die klinische Heterogenität der an Sepsis erkrankten 

Patienten insbesondere in Bezug auf Alter und Vorerkrankungen nicht abgebildet, 

was die Übertragbarkeit der Erkenntnisse in den klinischen Alltag deutlich 

einschränkt. Desweiteren wird im Tierexperiment meist der Spontanverlauf der 

Sepsis beobachtet, der im klinischen Setting jedoch bereits unmittelbar nach 

Diagnosestellung durch i.v.-Flüssigkeitssubstitution, Antibiotika, 

Nierenersatzverfahren und weitere Therapieeingriffe beeinflusst wird.  

In einem Vergleich der Genexpression von Blutproben des murinen PCI-Modells mit 

denjenigen von pädiatrischen Sepsispatienten konnten jedoch einige 

Gemeinsamkeiten im Transkriptom festgestellt werden (Lambeck et al. 2012), was 

zumindest in diesem Patientenkollektiv ein Hinweis für eine hinreichende 

Übertragbarkeit der Resultate geben könnte. 

Beim Vergleich des PCI-Modells mit Candida-Infektionen (i.v. und i.p.) konnte wie in 

Abschnitt 1.2.2 ausführlicher beschrieben, gezeigt werden, dass es im PCI-Modell zu 

einer erregerspezifischen molekularen Signatur auf transkriptioneller und 

metabolischer Ebene kommt. 
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5.3 Einordnung der Ergebnisse in das klinische Umfeld 

5.3.1 Vorbemerkung 

Insgesamt zeigt sich in den Ergebnissen dieser Arbeit eine starke Hochregulation der 

Ngal-mRNA (Lcn2) in allen untersuchten septischen Organen im Vergleich zur 

jeweiligen Kontrollgruppe und noch ausgeprägter im Vergleich zu den unbehandelten 

Tieren. Es zeigt sich, dass bereits die Sham-Behandlung teilweise einen deutlichen 

Effekt auf die Ngal-Expression (1,1 – 5,3 fache Erhöhung zu naiv) hat. 

In den Organen Leber, Niere und im Herzen war die Expressionssteigerung im 

Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe besonders ausgeprägt. Bezüglich des Ngal-

Rezeptors (Slc22a17) zeigte sich in allen Organen eine moderate Herabregulation im 

Vergleich zur Sham-Behandlung. In der Leber nach 6h und 24h und im Herzen nach 

24h waren die Unterschiede hierbei statistisch nicht signifikant, in Niere und Lunge 

waren die Unterschiede deutlicher und dementsprechend auch statistisch signifikant 

(auf 5% Niveau). Da sich die Expression des Ngal-Rezeptors scheinbar 

gegensätzlich zur Ngal-Expression verhielt, stellte sich die Frage ob eine negative 

Korrelation zwischen Ngal und Ngal-Rezeptor-Expression besteht, dies wurde 

anhand einer Rangkorrelationsanalyse nach Spearman ermittelt. Hierbei zeigte sich 

in allen untersuchten Organen eine negative Korrelation, in der Leber und im Herz 

mit mittlerem Effekt (r= -0,46 bzw. -0,34, p<0,05), in der Niere und Lunge mit starkem 

Effekt (r= -0,82 bzw -0,88, p<0,01).  

Im Folgenden sollen diese Veränderungen auf Ebene der einzelnen Organe 

diskutiert werden und im Kontext einer polymikrobiellen Sepsis betrachtet werden. 

5.3.2 Leber 

Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen eine massive Hochregulation der Ngal-mRNA 

in der Leber im PCI-Modell, dieser Effekt ist bereits nach 6h in voller Ausprägung 

messbar und hält bei den meisten Tieren nach 24h an. Insgesamt zeigt sich eine 

robuste, gleichförmige Reaktion mit vergleichsweise geringer Streubreite. 

Interessanterweise zeigten auch einige (>25%) der Tiere in der scheinoperierten 

Kontrollgruppe (i.p. Kochsalzinjektion) nach 24h eine deutliche Erhöhung der Ngal-

Werte (bis 1000-fach). Da NGAL als Akute-Phase-Protein in der Leber auch bei 

steriler Entzündung beschrieben wurde (Liu und Nilsen-Hamilton 1995, Sultan et al. 

2012), könnte die Scheinoperation bei manchen Tieren einen entzündlichen Stimulus 

dargestellt haben, der eine Akute-Phase-Reaktion mit hochsensitiver Ngal-
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Hochregulation bewirkte. Eine Expressionssteigerung von Ngal im Rahmen einer 

systemischen Entzündungsreaktion bzw. Infektion wurde auch in anderen Arbeiten in 

der Literatur beschrieben, die Vergleichbarkeit ist jedoch eingeschränkt, da es sich 

bei diesen Arbeiten entweder um ein LPS-Modell (Sunil et al. 2007) oder um eine 

monobakterielle intraperitoneale Injektion handelte (Xu et al. 2015, Li et al. 2018). 

Dass sich die Mechanismen der septischen Leberdysfunktion maßgeblich 

unterscheiden je nachdem ob ein LPS-Modell oder ein PCI-Modell angewendet wird, 

wurde bereits in Abschnitt 5.2.1 beschrieben (Recknagel et al. 2013). 

Näherungsweise vergleichbar sind die Ergebnisse mit der Studie von Vazquez et al., 

die im CLP-Modell am selben Mausstamm die mRNA-Expression mittels qRT-PCR in 

Leber und Lunge bestimmten und hier ebenfalls deutlich erhöhte Werte feststellten 

(Vazquez et al. 2015), allerdings wurde hier lediglich ein Referenz-Gen (Gapdh) zur 

Normalisierung verwendet (Perez et al. 2007), was eine gewisse Ungenauigkeit der 

Ergebnisse bedingen könnte. In einer weiteren Arbeit konnte eine deutliche 

Korrelation der Ngal-Expression mit dem Grad der Leberschädigung und der daraus 

resultierenden inflammatorischen Antwort gezeigt werden (Borkham-Kamphorst et al. 

2011), sodass NGAL als Marker der Leberschädigung diskutiert wurde. Betrachtet 

man die starke Erhöhung von Ngal in den Daten der vorliegenden Arbeit, könnte man 

mutmaßen, dies sei der Ausdruck einer ausgeprägten Leberschädigung. Da 

allerdings auch Sham-operierte Tiere teilweise stark erhöhte Werte zeigten, scheint 

dies eher mit dem proinflammatorischen Stimulus assoziiert zu sein und nicht 

unbedingt mit der Schädigung der Leberzellen an sich, zudem ließ sich NGAL 

immunhistochemisch vor allem in den ortsständigen spezialisierten Makrophagen der 

Leber (Kupffer-Zellen) nachweisen, in geringerem Umfang auch in den Hepatozyten. 

Dass IL-1ß, TNF-α und IL-6 als zentrale proinflammatorische Zytokine die 

Expression von Ngal induzieren ist in der Literatur in mehreren methodisch 

unterschiedlichen Studien beschrieben (Borkham-Kamphorst et al. 2011, Xu et al. 

2015, Sultan et al. 2012).  

Immunhistochemisch zeigt sich weiterhin im PCI-Modell nach 6h eine etwas 

kräftigerer Nachweis von NGAL im Zytoplasma der Hepatozyten als nach 24h (bei 

vergleichbarer mRNA-Menge), dies  könnte an einer Störung der Proteinbiosynthese 

liegen, da histologisch ein feinblasig aufgelockertes Zytoplasma als Zeichen für eine 

beginnende Zellschädigung erkennbar war. Eher gegen diese Hypothese spricht 

jedoch, dass der NGAL-Plasmaspiegel im PCI-Modell nach 24h noch höher ist als 
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nach 6h (Otto et al. 2013) und die Leber im Mausmodell maßgeblich für den NGAL-

Plasmaspiegel bei Infektionen verantwortlich ist (Xu et al. 2015, Li et al. 2018).  In 

Bezug auf die NGAL-positiven Makrophagen bleibt die Frage offen, ob es sich um in 

den Makrophagen synthetisiertes NGAL handelt oder dieses aus dem Plasma 

stammt und (evtl. nach Bindung bakterieller Siderophore und Eisen) von 

Makrophagen aufgenommen wurde. Prinzipiell existieren in der Literatur mehrere 

Nachweise, dass sowohl Hepatozyten als auch Makrophagen zur Synthese von 

NGAL befähigt sind (Sunil et al. 2007, Borkham-Kamphorst et al. 2011, Xu et al. 

2015, Sultan et al. 2012), dies unterstützt die immunhistochemischen Befunde. 

Insgesamt spiegelt sich die starke Hochregulation der Ngal-mRNA jedoch in eher 

moderatem Umfang auf Proteinebene in den immunhistochemischen 

Untersuchungen wider (insbesondere in der 24h PCI-Gruppe), mögliche Erklärungen 

sind technischer Art (unzureichende Epitopfreilegung im Rahmen des 

Färbeprozesses, Proteindegradierung, Schnittdicke), möglich erscheint jedoch auch, 

dass  es zu einer sofortigen Sezernierung des NGAL-Proteins in das Plasma kommt. 

Die immunhistochemischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit decken sich 

weitgehend mit den Ergebnissen der Arbeit von Li et. al, die bei intraperitonealer 

Infektion mit K. pneumoniae eine ausgeprägte Ngal-Hochregulation feststellten, bei 

jedoch immunhistochemisch nur geringem Nachweis von NGAL-Protein in den 

Hepatozyten, sodass die Autoren eine schnelle Sekretion des NGAL in das Plasma 

als Ursache vermuteten, darüber hinaus konnte mittels MPO-/LCN2-Doppelfärbung 

gezeigt werden, dass sich mehr als 80% des NGAL im Lebergewebe in myeloiden 

Zellen befindet  (Li et al. 2018). Dass durch posttranskriptionelle Regulation nur ein 

geringer Teil der mRNA zum Protein translatiert wird, erscheint in Anbetracht der 

vorhandenen Literatur unwahrscheinlich, so resultierte sowohl im CLP- als auch im 

LPS-Modell die Ngal-mRNA-Expressionssteigerung in einer entsprechenden 

Steigerung der NGAL-Proteinsynthese (Vazquez et al. 2015, Sunil et al. 2007). Es 

stellt sich die Frage, welche Rolle die starke Erhöhung von NGAL (mRNA und 

Protein) in der Leber in Bezug auf eine systemische Wirkung im Organismus hat. Da 

die Leber einen Großteil ihres Blutflusses aus dem splanchniko-mesenterialen 

Gefäßbett bezieht, kommt ihr bei der Elimination von aus dem Darm translozierten 

Bakterien im Rahmen einer Sepsis eine Schlüsselrolle zu. Vor dem Hintergrund 

seiner bakteriostatischen Funktionen spielt NGAL hier also vermutlich eine 

bedeutende Rolle bei der Eindämmung der Infektion. Gezeigt werden konnte dies 
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unter anderem in der Arbeit von Xu et al., die eine erhöhte Sterblichkeit von 

hepatozytenspezifischen NGAL-depletierten Mäusen bei systemischer Infektion 

zeigte (die Sterblichkeit unterschied sich dabei nicht von global NGAL-depletierten 

Mäusen), zudem trugen die Hepatozyten zu >90% des Serum-NGAL nach einer 

monobakteriellen Infektion mit E. coli oder K. pneumoniae bei, dabei zeigten sich 

stark erhöhte Serumspiegel bis 6000ng/ml was einer 100-fachen Erhöhung des 

Basallevels entsprach (Xu et al. 2015), siehe Abbildung 27. Ähnliche Ergebnisse 

erzielte auch die bereits erwähnte Arbeit von Li et al. durch eine intraperitoneale 

Injektion mit K. pneumoniae (Li et al. 2018).  

  

Abbildung 27: Modellhafte Darstellung der Ngal-Induktion in Hepatozyten und deren Beitrag 
zum NGAL-Serumspiegel (Mausmodell: C57BL/6J). 
Im physiologischen Zustand tragen die Hepatozyten nur einen geringen Teil zum NGAL-Serumspiegel 
bei, dies ändert sich bei Vorhandensein einer bakteriellen Infektion: hierbei wird über 
proinflammatorische Zytokine (v.a. IL-6) eine Erhöhung der Ngal-Expression in den Heptozyten 
induziert, dies führt dann zu einer starken Erhöhung des NGAL-Serumspiegels. (Xu et al. 2015) 

 

Da es sich in der Arbeit von Xu et. al um eine monobakterielle Infektion handelte, 

muss die Übertragbarkeit der Ergebnisse auf das Modell der polymikrobiellen Sepsis 

noch verifiziert werden. Es ist zudem anzunehmen, dass die Funktion von NGAL 

weitaus komplexer ist und nicht auf die bakteriostatischen Funktionen reduziert 

werden kann. Es gibt Hinweise, dass NGAL eine wichtige Rolle in der Regulation der 

Lipid-Homöostase der Leber über eine Regulation von Perilipin 5 (PLIN5) spielt und 

so vor lipotoxischen Effekten schützt (Asimakopoulou et al. 2014). Weiterhin konnte 

in verschiedenen Modellen der akuten Leberschädigung im NGAL-Knock-Out-Modell 

gezeigt werden, dass bei NGAL-depletierten Mäusen deutlich höhere Zytokinspiegel 

von proinflammatorischen Zytokinen vorherrschen, welche dann über eine 

überschießende Immunantwort zu Zellschäden führen, sodass NGAL einen 
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protektiven Effekt durch die Regulation der Immunantwort hat, der unabhängig von 

seiner bakteriostatischen Funktion ist (Borkham-Kamphorst et al. 2013). Auch schützt 

NGAL die Hepatozyten unter inflammatorischen Bedingungen bzw. anderen Arten 

von Zellstress vor einer exzessiven Antwort auf ungefaltete Proteine (unfolded 

protein response, UPR) was eine vermehrte Apoptose von Hepatozyten verhindert 

(Borkham-Kamphorst et al. 2019). Darüber hinaus konnte in einer Arbeit von Labbus 

et. al im Vergleich von NGAL-depletierten Mäusen mit Wildtyp-Mäusen eine Reihe 

von differentiell exprimierten Genen sowohl im unbehandelten Zustand als auch nach 

LPS-Injektion identifiziert werden, dies zeigt das NGAL grundlegendere Funktionen in 

der Leberhomöostase hat (Labbus et al. 2013), zudem fördert NGAL die 

Rekrutierung von Neutrophilen über die Produktion von Chemokinen, eine ähnliche 

Reaktion wurde bereits in der Lunge beschrieben, sodass die Autoren 

schlussfolgern, dass es sich hierbei vermutlich um eine organübergreifende Funktion 

handelt (Asimakopoulou et al. 2016). 

5.3.3 Niere 

Die Daten dieser Untersuchung zeigen auch in der Niere eine starke Erhöhung der 

Ngal-mRNA im PCI-Modell nach 6h und 24h, wobei nach 24h eine deutliche 

Streuung der Daten zu erkennen ist, d.h. bei über 25% eine deutlich niedrigere 

Expression als nach 6h zu verzeichnen war, während bei über 50% die Expression 

der Ngal-mRNA noch höher als nach 6h lag. Die Sham-behandelten Tiere wiesen 

nach 6h keine relevante Erhöhung der Ngal-mRNA auf, nach 24h zeigte sich eine 

geringgradige Hochregulation. Eine mögliche Erklärung für die starke Streuung der 

Daten im PCI-Modell nach 24h ist ein unterschiedliches Ausmaß der 

Nierenschädigung. Da es sich bei den Versuchstieren um gleich alte Tiere ohne 

bekannte Vorerkrankungen handelte und eine standardisierte Infektionsdosis 

appliziert wurde, wäre dieser Effekt am ehesten durch eine interindividuell 

unterschiedliche Vulnerabilität aufgrund genetischer Faktoren erklärbar (Hotchkiss 

und Karl 2003). In anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe am identischen PCI-

Modell konnte belegt werden, dass das verwendete Infektionsmodell prinzipiell eine 

Nierenschädigung auslöst (Otto et al. 2013, Sossdorf et al. 2013), histopathologisch 

zeigten sich hierbei eine epitheliale Vakuolisierung, Abflachung des Tubulusepithels 

sowie atypisch geformte Zellkerne (Sossdorf et al. 2013). Genaue Daten zur 

Nierenfunktion liegen nicht vor, eine genaue Bestimmung der Nierenfunktion wäre 

letztlich nur durch die exakte Bestimmung der GFR (durch Messung der Inulin-
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Clearence) möglich (Bhargava et al. 2013).  

In der Literatur wird eine Hochregulation der Ngal-mRNA im Rahmen einer 

Nierenschädigung unterschiedlicher Genese berichtet (siehe Abschnitt 1.3.7), hierbei 

wurde im Allgemeinen das tubuläre Epithel als Syntheseort identifiziert, die genauen 

zellulären Syntheseorte werden jedoch nach wie vor kontrovers diskutiert. Einerseits 

konnten Mishra et al. zeigen, dass proximale Tubulusepithelien in vitro bei ATP-

Depletion (als Modell der Ischämie) mit einer Hochregulation der Ngal-mRNA und 

NGAL-Proteinsekretion in das Medium reagieren und auch in vivo im Mausmodell der 

Ischämie und Reperfusion NGAL-Protein in den proximalen Tubulusepithelien 

nachweisbar ist (Mishra et al. 2003). Zudem zeigte eine weitere Arbeit das Auftreten 

von NGAL-Protein im proximalen Tubulus anhand menschlicher histologischer 

Proben bei akuter Nierenschädigung unterschiedlicher Genese, hierunter auch bei 

septischer Nierenschädigung (Mori et al. 2005), weiterhin konnte Ngal-mRNA im 

proximalen Tubulus nach Injektion von LPS im Mausmodell nachgewiesen werden 

(Han et al. 2012). Andererseits wurden in anderen Arbeiten der dicke aufsteigende 

Teil der Henle-Schleife und alpha-interkalierende Zellen der Sammelrohe als 

Syntheseorte in der Niere im Rahmen einer Nierenschädigung durch Ischämie und 

Reperfusion bzw. intraperitonealer Injektion von Lipid A (als Bestandteil von 

bakteriellem Endotoxin) identifiziert (Paragas et al. 2011, Paragas et al. 2012). 

Teilweise in Einklang bringen lassen sich diese unterschiedlichen - scheinbar 

widersprüchlichen - Ergebnisse mit der Hypothese, dass in Abhängigkeit von der 

Noxe und deren Dosis unterschiedliche Abschnitte der Nierenepithelien geschädigt 

werden und dies eine entsprechende, lokal beschränkte Ngal-Expression im 

geschädigten Teil nach sich zieht. Im Allgemeinen finden sich im Rahmen einer 

akuten Niereninsuffizienz häufig pathologische Veränderungen im Bereich des 

proximalen Tubulus und hier insbesondere im S3-Segment, der distale Tubulus ist 

weniger empfindlich in Bezug auf ischämische und toxische Einflüsse (Siegenthaler 

2006), ob dies allerdings auch für das septische Nierenversagen gilt, ist unklar, da 

sich die Pathophysiologie des septischen Nierenversagen grundsätzlich 

unterscheidet und gezeigt werden konnte, dass die septische Nierenschädigung 

oftmals mit nur geringen histopathologischen Veränderungen einhergeht. 

Immunhistochemisch gelang in dieser Arbeit ein deutlicher Nachweis von NGAL-

Protein im PCI-Modell sowohl nach 6h als auch nach 24h überwiegend in proximalen 

Tubuli, die sich bei den Sham-behandelten Tieren nur in geringem Umfang zeigt. In 
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den angefärbten Tubuli ergeben sich Hinweise für einen Tubulusschaden, dessen 

genaue Quantifizierung anhand der vorliegenden Färbungen jedoch nicht möglich ist, 

Hinweise für Apoptose oder Nekrose ergeben sich nicht. Da das proximale 

Tubulussystem u.a. für die Rückresorption glomerulär filtrierter Proteine 

verantwortlich ist, erlaubt der Nachweis von NGAL-Protein im proximalen Tubulus 

zunächst keine genauen Rückschlüsse über dessen Herkunftsort. Zum Einen kann 

es sich um glomerulär filtriertes und im proximalen Tubulus reabsorbiertes NGAL aus 

dem Plasma handeln (Mori et al. 2005, Kuwabara et al. 2009, Mishra et al. 2004), 

z.B. hepatischen Ursprunges oder durch Aktivierung neutrophiler Granulozyten. Zum 

Anderen kann es sich wie oben beschrieben um lokal synthetisiertes NGAL handeln 

(Mishra et al. 2003, Mori et al. 2005, Han et al. 2012). Die deutliche Hochregulation 

von Ngal in der Niere deutet jedoch darauf hin, dass ein relevanter Anteil des 

nachgewiesenen NGAL-Proteins im proximalen Tubulus durch lokale Synthese 

zustande gekommen ist, insbesondere da sich in den anderen Teilen der Niere ein 

allenfalls sehr geringer immunhistochemischer Nachweis von NGAL-Protein ergibt. 

Bezüglich der Frage welche Effekte bzw. biologische Funktionen die 

Expressionssteigerung von Ngal in der Niere hat, ergeben sich verschiedene 

Erklärungsansätze: Da NGAL in bestimmten Zellen an der Regulation der Apoptose 

beteiligt ist, erscheint es plausibel, dass NGAL über die Einleitung der Apoptose in 

Zellen des Immunsystems (z.B. Neutrophilen) die Entzündungsreaktion (Devireddy et 

al. 2001, Ryon et al. 2002) und so auch den resultierenden Nierenschaden begrenzt. 

In Bezug auf das akute ischämische Nierenversagen konnte gezeigt werden, dass es 

im Rahmen der Schädigung proximaler Tubuluszellen zu komplexen Vorgängen wie 

beispielsweise Verlust der Zellpolarität, Zelltod durch Apoptose oder Nekrose, 

Entdifferenzierung überlebender Zellen und deren Re-Epithelialisierung kommt 

(Mishra et al. 2004, Mishra et al. 2003). Weiterhin konnte die frühe Gabe von 

rekombinantem NGAL im Modell der Ischämie und Reperfusion die Schädigung der 

Tubuluszellen sowie einen Anstieg des Plasma-Kreatinins deutlich reduzieren, 

hierbei war die Anzahl apoptotischer Zellen (gemessen mittels TUNEL-Assay) 

deutlich reduziert, hingegen war die Zahl PCNA-positiver Tubulusepithelien (als 

Marker der Zellteilung) deutlich erhöht (Mishra et al. 2004, Mori et al. 2005), sodass 

NGAL die Apoptose der Tubulusepithelien hemmt und die Regeneration/Re-

Epithelialisierung induziert. Eine andere Gruppe zeigte hierbei in vitro, dass NGAL 

die Expression des anti-apoptotischen Faktors BCL-2 induziert und die Expression 
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pro-apoptotischer Faktoren (Bax, Fas und FasL) reduziert. Hierbei spielt auch die 

Expression des spezifischen Ngal-Rezeptors eine Rolle, da sich bei Überexpression 

des Rezeptors die genannten Effekte auf die Apoptosefaktoren verstärkten (Zang et 

al. 2014). Mori et. al zeigten, dass die beschriebenen regenerativen NGAL-Effekte 

vom Vorhandensein eines NGAL-Siderophore-Eisen-Komplexes abhängig sind, der 

Eisen nach intrazellulär transportiert und die NGAL-Effekte zudem letztlich von der 

Aktivität der Hämoxygenase-1 (HO-1) abhängen, die wiederum unter anderem durch 

NGAL induziert wird (Mori et al. 2005). Da es im Rahmen der Nierenschädigung und 

anschließender Regeneration zu einer Loslösung zugrunde gegangener 

Tubulusepithelien kommt, könnte NGAL auch dazu dienen, frei werdendes Eisen zu 

binden und so zytotoxische Effekte des freien Eisens (über die Bildung von ROS) zu 

verhindern. Anhand eines Modells spezifisch in den proximalen Nierentubuli Ferritin-

H-depletierter Mäuse mit konsekutiver Erhöhung von NGAL und anderer 

eisenbindender Proteine im Urin (Zarjou et al. 2013) wurde dargestellt, dass ein 

komplexes Zusammenspiel multipler Regulationsfaktoren des Eisenstoffwechsels in 

der Niere besteht, das bis dato noch weitgehend unverstanden ist. 

Zusammenfassend basieren diese Erklärungsansätze für die Ngal-Hochregulation in 

der Niere maßgeblich auf Studien, die auf dem Modell der Ischämie und 

nachfolgenden Reperfusion als Modell der akuten Nierenschädigung aufgebaut 

wurden, hierbei kommt es zu einer akuten Tubulusnekrose (ATN). Wie bereits 

erwähnt unterscheidet sich die Pathophysiologie des septischen Nierenversagens 

von derjenigen der akuten ischämischen Niereninsuffizienz, dabei finden sich beim 

septischen Niereninsuffizienz häufig keine Nachweise einer Apoptose oder Nekrose, 

sodass die beschriebenen Mechanismen anhand weiterer Studien auch für das 

septische Nierenversagen verifiziert werden müssen. Hier könnte man die 

Arbeitshypothese aufstellen, dass gerade wegen der ausgeprägten Ngal-

Hochregulation beim septischen Nierenversagen die Entstehung von Apoptose und 

Nekrose vermindert oder verhindert wird. Dies gilt es in weiteren Studien zu prüfen.  

5.3.4 Lunge 

Auch in der Lunge wurde eine Hochregulation der Ngal-mRNA im PCI-Modell 

verzeichnet, diese war im Vergleich zu den anderen untersuchten Organen zwar 

erheblich geringer, absolut gesehen zeigt sich dennoch sowohl nach 6h als auch 

nach 24h eine deutliche Hochregulation. Wie in der Niere und im Herzen zeigt sich 

auch in der Lunge eine stärkere Streuung der Werte nach 24h, was auch hier am 
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ehesten mit einer unterschiedlichen Suszeptibilität auf den septischen Stimulus 

erklärt werden könnte. Knapp 50% der Tiere regulieren die Ngal-Expression nach 

24h wieder geringfügig herab, während ein Teil der Tiere mit einer weiteren 

Erhöhung reagiert. Die Ergebnisse dieser Arbeit am PCI-Modell bestätigen die 

Ergebnisse von Vazquez et al., die im CLP-Modell der Maus eine 

Expressionserhöhung der Ngal-mRNA in der Lunge und Leber nachweisen konnten 

(Vazquez et al. 2015). Immunhistochemisch konnte NGAL-Protein in der 

vorliegenden Arbeit vor allem in alveolären Makrophagen und im respiratorischen 

Flimmerepithel (zytoplasmatisch) nachgewiesen werden, vereinzelt scheinen auch 

Pneumozyten positiv, diese ließen sich jedoch nicht immer sicher abgrenzen. 

Insgesamt zeigt sich immunhistochemisch nach 6h und 24h PCI-Behandlung eine 

intensivere Anfärbung der Alveolarmakrophagen und Pneumozyten, der Unterschied 

zur Sham-Behandlung war in Anbetracht der ca. 16-fachen Hochregulation der 

mRNA jedoch eher gering, was sich jedoch methodenbedingt schlecht quantifizieren 

lässt. In der Literatur wurde NGAL-Protein in Alveolarmakrophagen und Typ-II-

Pneumozyten in der Ratte im LPS-Modell sowohl mittels Western-Blot als auch 

immunhistochemisch nachgewiesen (Sunil et al. 2007), weiterhin in entzündetem 

humanem Bronchialepithel und Typ-II-Pneumozyten (Cowland et al. 2003) sowie in 

Alveolarmakrophagen und Typ-II-Zellen von mit Mycobacterium bovis (BCG) 

infizierten Mäusen (Saiga et al. 2008), sodass die vorliegende Arbeit ähnliche 

Ergebnisse auch für die septische Lungenschädigung nachweist. Auf funktioneller 

Ebene konnte am Mausmodell auch in der Lunge gezeigt werden, dass NGAL durch 

seine bakteriostatischen und immunmodulatorischen Funktionen eine nicht 

redundante Bedeutung für die Eindämmung einer Infektion besitzt. Nachgewiesen 

wurde dies am Mausmodell u.a. für Infektionen mit K. pneumoniae, E. coli, M. 

tuberculosis (Chan et al. 2009, Bachman et al. 2012, Wu et al. 2010). Darüber hinaus 

sind jedoch auch weitere immunmodulierende Effekte beschrieben, wie z.B. die 

Verstärkung der IL-8-Expression in Zellkulturen respiratorischer Zellen bei Bindung 

des Siderophores Ent (Bachman et al. 2009), andererseits jedoch auch 

antiinflammatorische Effekte bei pulmonaler Infektion mit dem gram-positiven Keim 

S. pneumoniae (Warszawska et al. 2013). Aufgrund der in der Literatur 

beschriebenen Induzierbarkeit von NGAL in der Lunge durch proinflammatorische 

Zytokine wie IL-1ß, TNF-α und IL-17 (Cowland et al. 2003, Chan et al. 2009, Gupta 

et al. 2012) erscheint es plausibel, dass NGAL im Rahmen der Sepsis von den 
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ortsständigen Zellen des alveolären Systems produziert wird und so als Teil des 

angeborenen Immunsystems der Erregerabwehr dient. Bei einer endotrachealen 

Infektion mit K. pneumoniae zeigt sich eine deutliche Reduktion von NGAL in der 

bronchoalveolären Lavage (BAL) und immunhistochemisch in der Lunge bei myeloid-

spezifischer NGAL-Depletion, jedoch nicht bei hepatozyten-spezifischer NGAL-

Depletion. Zudem ist in diesem Modell auch die Bakterienlast bei den myeloid-

spezifisch NGAL-depletierten Mäusen in der BAL erhöht, dies bedeutet, dass das 

von Neutrophilen/Makrophagen produzierte NGAL wesentlicher Bestandteil bei der 

Elimination bestimmter respiratorischer Infektionen ist (Li et al. 2018). 

Dementsprechend ist zu vermuten, dass es wesentlich vom Infektionsort abhängt 

welches Gewebe in welchem Ausmaß NGAL produziert und so zur Elimination der 

Infektion beiträgt. Darüber hinaus konnte am Beispiel der Pneumonie gezeigt 

werden, dass es erregerspezifisch zu einer Organ-Organ-Interaktion zwischen Lunge 

und Leber kommt. Dabei konnte anhand einer Analyse der Transkriptomik und 

Metabolomik bei Pneumonie durch unterschiedliche Pneumokokkenstämme eine 

Induktion der Cholesterolbiosynthese in der Leber in Abhängigkeit des 

Vorhandenseins von Pneumolysin (als Virulenzfaktor) identifiziert werden (Weber et 

al. 2012). Inwiefern vergleichbare Mechanismen für die Expression von NGAL in der 

Lunge eine Rolle spielen, bleibt zu klären. Für die in der vorliegenden Arbeit 

gemessene, vergleichsweise moderate Erhöhung der Ngal-mRNA in der Lunge im 

Vergleich zur Leber kommen mehrere Erklärungen in Frage. Zum einen war in 

unserem Sepsismodell die Bauchhöhle die primäre Eintrittspforte der Erreger, sodass 

die Leber über das Pfortadersystem zumindest initial einer wesentlich höheren 

Infektionsdosis ausgesetzt sein dürfte. Zum anderen ist die Lunge nicht primär für die 

systemische Produktion von Akute-Phase-Proteinen zuständig, sodass NGAL in der 

Lunge wahrscheinlich primär an der lokalen Eindämmung der Infektion beteiligt ist, 

jedoch ist bis dato nicht bekannt in welchem Umfang in der Lunge produziertes 

NGAL der systemischen Zirkulation zugeführt wird. Eine andere Publikation 

untersuchte differentiell exprimierte Gene im Vollblut bei Patienten mit Sepsis und 

ARDS im Vergleich zu Patienten mit alleiniger Sepsis und identifizierte mehrere 

hochregulierte Gene, hierunter NGAL, dies bestätigte sich auch auf Proteinebene. 

Diese Assoziation war auch nach Adjustierung für den Kreatinin-Wert vorhanden, 

sodass die Autoren eine direkte Bedeutung von NGAL in der Pathogenese des 

ARDS vermuten (Kangelaris et al. 2015). Auch wenn in dieser Studie eine 
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Adjustierung für das Alter, Geschlecht, die Zahl der Leukozyten und Neutrophilen 

sowie das Vorhandensein einer vorbestehenden Lungenschädigung erfolgte, bleibt 

der Ursprung der gemessenen plasmatischen NGAL-mRNA und des NGAL-Proteins 

unklar. Zudem waren die Patienten in der Gruppe, die ein ARDS entwickelten 

insgesamt kränker als diejenigen in der Nicht-ARDS-Gruppe. Auch eine andere 

Studie am Mausmodell postulierte, dass NGAL zur Unterscheidung von septischen 

Mäusen mit akuter Lungenschädigung (ALI) gegenüber denjenigen ohne 

Lungenschädigung geeignet sei (Zeng et al. 2014). Zwar lagen die Kriterien für ein 

experimentelles ALI nach Expertenkonsens der American Thoracic Society vor, 

jedoch waren in dieser Studie, die Tiere, welche ein ALI entwickelten in denjenigen 

Versuchsgruppen, die eine höhere Infektionsdosis erhielten (LPS- und CLP-Modell). 

Aufgrund der Limitierungen der beiden genannten Studien könnte abgeleitet werden, 

dass die Schwere der Sepsis für das ALI/ARDS verantwortlich ist und NGAL dieses 

nur sekundär widerspiegelt, dies muss anhand weiterer Studien überprüft werden. 

5.3.5 Herz 

Im Herzen zeigte sich in den septischen Proben ein sehr ähnliches 

Expressionsmuster wie in der Niere mit einer deutlichen Erhöhung der Ngal-mRNA 

nach 6h Stunden, welche sich nach 24h bei über 50% der Tiere weiter steigerte, bei 

mindestens 25% findet sich jedoch eine Verminderung nach 24h (entsprechend 

resultiert in der 24h PCI-Gruppe eine hohe Streubreite). In den Sham-Proben zeigten 

sich nur geringfügige Erhöhungen. Immunhistochemische Untersuchungen des 

Herzens liegen in dieser Arbeit nicht vor, sodass die Frage der zellulären Lokalisation 

des NGAL-Protein nicht beantwortet werden kann. Aus einer anderen Studie unserer 

Arbeitsgruppe liegen histologische Untersuchungen des Herzens am identischen 

Tiermodell vor, die lichtmikroskopisch in allen Gruppen einen unauffälligen Befund 

zeigten (Lemm 2009). Dementsprechend kann die Erhöhung der Ngal-mRNA im 

Herzen aufgrund der fehlenden Infiltration von Entzündungszellen (insb. 

Makrophagen) nur im Rahmen einer lokalen Synthese durch Kardiomyozyten erklärt 

werden. In der Literatur liegen bisher keine Studien über die kardiale Ngal-

Expression bei der Sepsis vor. Es konnte jedoch am Modell einer experimentellen 

autoimmunen Myokarditis (EAM) bzw. der experimentellen Herzinsuffizienz als auch 

am Myokard herzinsuffizienter Patienten gezeigt werden, dass Ngal v.a. in den 

betroffenen Kardiomyozyten stark hochreguliert wurde und mit proinflammatorischen 

Zytokinen assoziiert ist (Ding et al. 2010, Yndestad et al. 2009). Die funktionelle 
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Rolle, die NGAL hierbei spielt, ist nicht hinreichend verstanden, zum Einen scheint 

NGAL durch die Regulation des intrazellulären Eisenspiegels einen Einfluss zu 

haben, so wurden im Tiermodell pro-apoptotische Effekte auf die Kardiomyozyten 

durch Akkumulation von intrazellulärem Eisen nachgewiesen  (Xu et al. 2012). Zum 

Anderen spielen proinflammatorische Prozesse eine Rolle. Hierbei kann NGAL die 

kardiale Inflammation durch eine Stimulierung der Polarisation des 

proinflammatorischen Makrophagen M1-Phänotyps fördern, was wiederrum über die 

Expression von TNF-α und anderen Zytokinen zur Expression von Ngal führt (Chan 

et al. 2015). In wieweit diese Mechanismen bei der septischen Kardiomyopathie eine 

Rolle spielen, bleibt spekulativ und muss in weiteren Studien untersucht werden. 

Bekannt ist jedoch, dass proinflammatorische Zytokine neben weiteren in Abschnitt 

1.3.8 genannten Mechanismen an der Entstehung der myokardialen Depression bei 

der Sepsis beteiligt sind. Eine zentrale Rolle spielen hierbei erneut die Zytokine TNF-

α, IL-1 und IL-6, denen jeweils kardiodepressive Effekte zugeschrieben werden, 

zudem spielt auch eine über TLR4-vermittelte Inflammation eine Rolle (Antonucci et 

al. 2014). Mehrfach beschrieben wurde bereits, dass diese zentralen Zytokine 

wiederum zur Expression von Ngal führen, was die in dieser Arbeit gemessenen 

Werte pathomechanistisch erklären kann, ohne dass sich hieraus Rückschlüsse auf 

die biologische Funktion von NGAL im septischen Herzen ableiten lassen.  

5.3.6 NGAL-Rezeptor (Slc22a17) 

Die Messung der Ngal-Rezeptor mRNA (Slc22a17) zeigt in der Leber eine deutliche 

Herabregulation (ca. 4-fach im Vergleich zu naiv), allerdings scheint bereits die 

experimentelle Prozedur an sich einen maßgeblich Effekt zu haben, da auch die 

Sham-behandelten Tiere eine ähnlich starke Herabregulation zeigen. In der Niere 

und Lunge hat die experimentelle Prozedur kaum einen Einfluss auf die Ngal-

Rezeptor-Expression, hingegen zeigt sich eine signifikante Herabregulation des 

Ngal-Rezeptors bei den septischen Tieren zu beiden Zeitpunkten. Im Herzen zeigt 

sich dieselbe Tendenz bei den septischen Tieren, allerdings führt die Sham-

Behandlung hier v.a. nach 6h eher zu einer Hochregulation des Ngal-Rezeptors.  

Bereits erwähnt wurde eine negative Korrelation zwischen der Ngal-Hochregulation 

und einer Herabregulation des Ngal-Rezeptors (Slc22a17), hierbei zeigte sich in der 

Leber und im Herzen eine mittlere Effektstärke, in der Niere und Lunge war der Effekt 

stark. Es stellt sich die Frage eines ursächlichen Zusammenhanges. Die 

Beobachtung, dass die Leber im Vergleich zu den anderen Organen die stärkste 
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Herabregulation des Rezeptors zeigt, könnte mit ihrer Sonderstellung im Rahmen der 

systemischen Entzündungsreaktion zusammenhängen, so erschiene es plausibel, 

dass das in der Leber stark hochregulierte und ins Plasma sezernierte NGAL primär 

eine systemische Funktion ausübt und z.B. der Erregerabwehr über die Bindung 

bakterieller Siderophore dient, eine Wiederaufnahme in die Leber über seinen 

Rezeptor wäre hierbei hinderlich. Dies könnte auch für die anderen Organe in 

ähnlicher Weise gelten, demnach könnte man spekulieren, ob die Herabregulation 

der Ngal-Rezeptor mRNA Teil einer allgemeinen Abwehrreaktion des Wirtes im 

Rahmen der Sepsis ist. Erste Hinweise, dass es eine Art Feedback-Mechanismus 

zwischen NGAL und seinem Rezeptor geben könnte, ergaben sich aus einer in vitro- 

Studie, in der die Expression beider Ngal-Rezeptoren gemessen wurde und 

festgestellt wurde, dass diese nach Zufuhr von NGAL herabreguliert wurden (Zang et 

al. 2014); über welche Mechanismen dies vermittelt wird, blieb jedoch unklar. Für die 

meisten der NGAL-Effekte konnte gezeigt werden, dass diese rezeptorabhängig sind 

und über den Transport von Eisen in oder aus der Zelle vermittelt werden, es ist 

jedoch unsicher, ob alle NGAL-Effekte über einen der beiden bekannten Rezeptoren 

vermittelt werden oder ob es auch rezeptorunabhängige Mechanismen gibt; auch 

konnte bisher kein löslicher Ngal-Rezeptor identifiziert werden. 

Vergleichende Daten in der Literatur in Bezug auf das Expressionsverhalten des 

Ngal-Rezeptors im Rahmen systemischer Entzündungen liegen nicht vor. Daher sind 

weitere Studien zwingend notwendig, um weitere Daten zur Charakterisierung des 

Rezeptors zu gewinnen und so den komplexen Metabolismus von NGAL weiter zu 

entschlüsseln. 

5.3.7 Veränderungen wichtiger Eisenparameter im Modell der polymikrobiellen 

Sepsis und mögliche Zusammenhänge mit der Ngal-Expression 

Aufgrund der in Abschnitt 1.3.3 beschriebenen Veränderungen der Eisenparameter 

im Rahmen einer Entzündungsreaktion einerseits und der Erkenntnis, dass NGAL 

selbst hierbei eine maßgebliche Rolle spielt, erschien es von Interesse, die 

wichtigsten Eisenparameter im PCI-Modell zu messen, aufgrund der vorhandenen 

Literatur erschienen hierzu Ferritin und der Transferrin-Rezeptor von Interesse. Für 

Ferritin existiert eine L- und eine H-Untereinheit (Tsuji et al. 1999, Torti und Torti 

2002), die beide auf mRNA-Ebene gemessen wurden. Hierbei zeigte sich in allen 

Organen eine geringe Hochregulation der H-Untereinheit im Vergleich der PCI-

Behandlung mit der jeweiligen Kontrollgruppe (Sham), die jedoch nicht in allen 
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Organen statistisch signifikant war. In Bezug auf die L-Untereinheit war das 

Reaktionsmuster inhomogen, es kam jedoch in allen Organen zu einer geringen 

Herabregulation nach 24h nach PCI-Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe, 

nach 6h zeigten sich keine signifikanten Veränderungen und keine eindeutige 

Tendenz. Insgesamt fällt auf, dass die Expressionsveränderungen gering ausgeprägt 

sind. Letzteres erklärt sich dadurch, dass Ferritin und der Transferrin-Rezeptor 

vorrangig posttranskriptionell über den Eisenspiegel reguliert werden (Torti und Torti 

2002). Da jedoch auch eine transkriptionelle Regulation durch proinflammatorische 

Zytokine wie z.B. TNF-α existiert und diese zu einer bevorzugten Erhöhung der H-

Untereinheit führen, kann die gemessene Erhöhung der H-Untereinheit hierdurch 

erklärt werden. Da der H-Subtyp im Gegensatz zum L-Subtyp eine schnelle 

Aufnahme des Eisens ermöglicht, werden die Zellen so wahrscheinlich besser vor 

erhöhtem oxidativem Stress geschützt (Tsuji et al. 1999). Im CLP-Modell konnte 

gezeigt werden, dass Ferritin H bei der polymikrobiellen Sepsis hochreguliert wird 

und dies zu einer erhöhten Krankheitstoleranz bei einer Sepsis führt; bedeutsam ist 

hierbei, dass die Bindung von freiem Eisen zu einer Stabilisierung der Glucose-6-

Phosphatdehydrogenase-Aktivität führt und dies dazu beiträgt den Blutzuckerspiegel 

in einem „dynamischen“ Bereich zu halten, was sich letztlich günstig auf das 

Überleben auswirkt (Weis et al. 2017). Die Untersuchung des Transferrin-Rezeptors 

im PCI-Modell zeigte eine Herabregulation bei den septischen Proben in der Leber 

und Nieren im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe, dies wird jedoch erst nach 

24h statistisch signifikant. In der Lunge lagen keinerlei signifikante Veränderungen 

vor. Eine Herabregulation des Transferrin-Rezeptors über proinflammatorische 

Zytokine ist in vitro beschrieben (Ryu et al. 2000).  

Bekannt ist, dass NGAL in der Lage ist, Eisen in die Zelle zu transportieren und im 

Rahmen einer Infektion mit extrazellulären Bakterien deren Wachstum durch die 

Ausbildung einer Hypoferrämie begrenzt (Ganz und Nemeth 2015). Das erhöhte 

intrazelluläre Eisen führt dann über die Bindung an „iron binding proteins“ (IRPs) zu 

einer Erhöhung von Ferritin und Erniedrigung des Transferrin-Rezeptors, dies stellt 

jedoch einen vorrangig posttranskriptionellen Mechanismus dar, sodass NGAL 

vermutlich keinen direkten Einfluss auf die Transkription von Ferritin und Transferrin 

hat. Um den Einfluss bzw. mögliche Zusammenhänge der Ngal-Expression auf den 

Eisenmetabolismus in der Sepsis zu charakterisieren sind weitergehende Analysen 

notwendig, die unter anderem die Messung der Eisenparameter auf Proteinebene 
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beinhalten. Wie in Abschnitt 1.3.3 bereits erläutert wird angenommen, dass NGAL 

nicht redundante Funktionen in der Regulation des Eisenstoffwechsels und der 

Ausbildung einer Entzündungsanämie hat. Dies konnte zwar auch in Vergleichen von 

Wildtyp-Mäusen mit NGAL-depletierten Mäusen in zwei Infektionsmodellen (LPS-

Modell (Srinivasan et al. 2012) / Colitis-Modell (Xiao et al. 2016)) gezeigt werden, 

jedoch liegen keine Untersuchungen in einem validen Sepsismodell vor, sodass eine 

Analyse des Eisenmetabolismus im PCI-Modell mit NGAL-depletierten Mäusen im 

Vergleich zum Wildtyp den Einfluss von NGAL in der Sepsis weiter charakterisieren 

könnte. 

5.3.8 Überlegungen über die funktionelle Rolle von NGAL im Rahmen einer 

systemischen Entzündungsreaktion 

Ngal wird im Modell der polymikrobiellen Sepsis in allen untersuchten Organen stark 

hochreguliert. Welche funktionelle Rolle NGAL dabei im Gesamtorganismus spielt, ist 

weitgehend unbekannt, eine Vielzahl einzelner Aspekte konnte bisher 

aufgeschlüsselt werden, die im Prinzip die Komplexität des NGAL-Metabolismus 

weiter verdeutlichen. Bekannt ist, dass es zu Beginn einer Sepsis zu einer 

ausgeprägten proinflammatorischen Reaktion kommt. Dementsprechend stellt sich 

die Frage, inwiefern die Expression von Ngal hiermit zusammenhängt. In mehreren 

Studien wurde eine Korrelation der Ngal-Expression mit proinflammatorischen 

Zytokinen gezeigt, beispielsweise wurde im PCI-Modell der Sepsis eine Korrelation 

mit TNF-α nach 6h sowie eine Korrelation mit TNF-α, IL-6, MCP1 und IL-10 nach 24h 

gezeigt (Otto et al. 2013) Auch in einer Folgestudie an Patienten mit 

unterschiedlicher Ausprägung einer systemischen Inflammation konnte eine 

Assoziation mit proinflammatorischen Zytokinen gezeigt werden und in 

Vollblutstimulationsversuchen eine NGAL-Erhöhung durch IL-6 und LPS 

nachgewiesen werden (Otto et al. 2015), was tierexperimentelle Befunde mit 

verschiedenen Modellen bestätigt (Meheus et al. 1993, Paragas et al. 2012, Han et 

al. 2012). In Bezug auf humane Epithelien wurde ex-vivo eine Induzierbarkeit von 

NGAL durch IL-1ß und durch TNF-α bei Co-Stimulation mit IL-17 gezeigt (Karlsen et 

al. 2010). Da die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Organe im Rahmen der 

systemischen Inflammationsreaktion maßgeblich unter dem Einfluss des 

„Zytokinsturmes“ stehen, kann dies die Erhöhung der Ngal-Expression aus 

pathobiochemischer Grundlage erklären. Weiterführend stellt sich die Frage, welche 

biologischen Funktionen die Expressionssteigerung von Ngal im Rahmen der Sepsis 
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haben könnte. In der Literatur finden sich mehrere Studien, die gezeigt haben, dass 

NGAL über verschiedene Mechanismen eine elementare Rolle in der unspezifischen 

Immunabwehr bakterieller Infektionen spielt, indem es durch Bindung bestimmter 

bakterieller Siderophore bakteriostatische Funktionen ausübt, dementsprechend 

zeigte sich bei NGAL-depletierten Mäusen eine erhöhte Mortalität bei einer Infektion 

einhergehend mit einer deutlich erhöhten Bakterienlast (Flo et al. 2004, Berger et al. 

2006, Srinivasan et al. 2012). Hierbei kommt der Leber eine Schlüsselrolle zu, was 

durch die erhöhte Sterblichkeit bei deutlich erniedrigten NGAL-Plasmaspiegeln bei 

hepatozytenspezifisch NGAL-depletierten Mäusen belegt wurde (Xu et al. 2015, Li et 

al. 2018). Sicher ist jedoch auch, dass die Rolle von NGAL über die beschriebenen 

bakteriostatischen Funktionen hinausgeht. Durch die Fähigkeit des NGAL über eine 

Interaktion mit seinen Rezeptoren Eisen in die Zelle hinein bzw. aus der Zelle zu 

transportieren, spielt es eine nicht redundante Rolle in der Regulation des 

Eisenstoffwechsels bei Inflammation und Infektion (Ganz und Nemeth 2015).  Wie im 

vorherigen Abschnitt erwähnt, wurde bei NGAL-depletierten Mäusen gezeigt, dass 

diese eine, im Vergleich zum Wildtyp deutlich verzögerte Hypoferrämie 

(Entzündungsanämie) nach LPS-Injektion bzw. im Modell der akuten Colitis 

ausbilden. Bei den NGAL-depletierten Mäusen zeigten sich im LPS-Modell zudem  

Marker für einen erhöhten oxidativen Stress in der Leber und im Plasma. Darüber 

hinaus wiesen diese erhöhte Parameter der Organschädigung (Transaminasen, 

Lactatdehydrogenase) sowie eine gesteigerte Caspase-3-Aktivität als Marker der 

Apoptose auf, durch die Gabe von Desferroxamin (als Eisenchelator) konnten die 

Effekte aufgehoben werden (Srinivasan et al. 2012). Diese Daten sind deutliche 

Hinweise, dass NGAL über eine indirekt antioxidative Wirkung eine protektive 

Wirkung im Rahmen einer systemischen Inflammation hat. Darüber hinaus wird eine 

Beteiligung an Mechanismen der Apoptose diskutiert (Kehrer 2010), was im Rahmen 

des Gleichgewichtes pro- und antiinflammatorischer Faktoren bei der Sepsis eine 

Rolle spielen könnte. Hierbei spielt insbesondere die Herabregulation der 

Immunantwort durch Apoptose von Immunzellen eine Rolle, zum Beispiel wenn die 

Stimulation durch IL-3 unterbleibt (Devireddy et al. 2001). Zwar erscheinen NGAL-

depletierte Mäuse phänotypisch unauffällig (Flo et al. 2004), jedoch zeigten diese 

multiple apoptotische Defekte hämatologischer Zellen (Liu et al. 2011). Über 

Versuche mit NGAL-depletierten Mäusen konnte nachgewiesen werden, dass NGAL 

eine maßgebliche Rolle für mehrere Funktionen der Neutrophilen besitzt, wie z.B. 
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Adhäsion und Extravasation, Phagozytose, Reifung und Chemotaxis von 

Neutrophilen (Liu et al. 2013, Nasioudis und Witkin 2015, Wang et al. 2019), ähnliche 

Ergebnisse zeigte eine Arbeit, in der NGAL-depletierte Mäuse im Rahmen einer 

hepatischen Inflammation eine geringere Rekrutierung von Neutrophilen und 

Leukozyten im Vergleich zum Wildtyp zeigten (Asimakopoulou et al. 2016). Es 

existieren jedoch auch Arbeiten , die keinen Einfluss von NGAL auf die Rekrutierung 

und Aktivierung von Neutrophilen postulieren, diese gegensätzlichen Ergebnisse 

scheinen den unterschiedlichen Infektionsmodellen und Analysemethoden 

geschuldet (Lu et al. 2019a). Eine positive Korrelation von NGAL mit der Expression 

von IL-6 und IL-10 sowie des endothelialen Adhäsionsmoleküles VCAM-1 in einem 

Kollektiv von Sepsispatienten wurde als Hinweis dafür gesehen, dass NGAL eine 

Bedeutung für die Interaktion zwischen Leukozyten und dem Endothel hat und eine 

pathogenetische Rolle bei der Entwicklung eines septischen Schocks spielt 

(Macdonald et al. 2017). Darüber hinaus scheint NGAL eine regulierende Wirkung 

auf die Expression pro- und antiinflammatorischer Zytokine im Rahmen einer 

systemischen Inflammation zu haben: Zellen von NGAL-depletierten Mäusen weisen 

ex vivo eine Hypersensitivität auf Stimulation mit LPS im Sinne einer deutlich 

erhöhten Expression pro- und antiinflammatorischer Zytokine auf (Srinivasan et al. 

2012). Aus humanen Vollblutstimulationsversuchen ergaben sich Hinweise, dass 

NGAL seine eigene Expression gegenregulatorisch supprimiert (Otto et al. 2015). 

Zusammenfassend sind die Daten aus der Literatur ein deutlicher Hinweis dafür, 

dass NGAL ein wichtiger Teil des unspezifischen/angeborenen Immunsystems ist 

und somit primär eine protektive Wirkung ausübt. Im Mausmodell konnte gezeigt 

werden, dass von Hepatozyten produziertes NGAL eine wesentliche Bedeutung für 

die Bekämpfung einer Bakteriämie hat und von myeloiden Zellen 

(Neutrophile/Makrophagen) produziertes NGAL bei der Eindämmung lokaler 

Infektionen wichtig zu sein scheint, hierbei ist die Fähigkeit dieser Zellen ins 

betroffene Gewebe zu migrieren von besonderer Bedeutung, diese wiederrum 

scheint durch NGAL beeinflusst zu werden (Xu et al. 2015, Li et al. 2018, Lu et al. 

2019a). Jedoch muss festgehalten werden, dass sich die im Rahmen einer Sepsis, 

auch in Bezug auf den NGAL-Metabolismus abspielenden, komplexen 

Wechselwirkungen noch weitgehend unverstanden sind und weiterer intensiver 

Forschungsarbeit bedürfen. 
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Von besonderem Interesse ist zudem die Frage, ob eine exogene Gabe von NGAL 

den Verlauf einer Sepsis möglicherweise günstig beeinflussen kann, diese Frage 

wurde im PCI-Modell untersucht und ergab ein signifikant verbessertes Outcome bei 

denjenigen Tieren, die exogenes NGAL erhielten (Otto et al. 2015). Ob dies auch im 

klinischen Kontext zutrifft, gilt es zukünftig zu prüfen. 

5.3.9 Diagnostische Wertigkeit von Plasma- oder Urin-NGAL 

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde die Messung des Plasma-NGAL jeweils 

als Biomarker für eine Organschädigung propagiert, insbesondere soll Plasma-NGAL 

wesentlich früher als Kreatinin eine Nierenschädigung anzeigen (Kuwabara et al. 

2009, Paragas et al. 2012, Zhang et al. 2016). Beispielsweise soll Plasma-NGAL 

jedoch auch bei chronischer Lebererkrankung im Rahmen einer Hepatitis B als 

Prognosemarker beim akut-auf-chronischen Leberversagen eine hohe Aussagekraft 

haben (Lu et al. 2019b). Weiterhin wurde eine Assoziation mit der Schwere einer 

Sepsis und der Entwicklung einer myokardialen Dysfunktion gezeigt (Wang et al. 

2017). Auch im Tiermodell wird NGAL als Ausdruck einer Schädigung von 

Hepatozyten in der Ratte gesehen (Borkham-Kamphorst et al. 2011) oder als Marker 

der Lungenschädigung bei septischen Mäusen propagiert (Zeng et al. 2014). 

Für eine isolierte Schädigung eines Organes im experimentellen Modell erscheinen 

diese Annahmen möglicherweise plausibel, in der klinischen Praxis existieren jedoch 

häufig Komorbiditäten und Organ-Organ-Interaktionen, die jeweils einen eigenen 

Einfluss auf den NGAL-Metabolismus haben können. Insbesondere im Rahmen einer 

systemischen Infektion wie der Sepsis sind vermutlich mehrere Organe an der 

Sekretion von NGAL in das Blutplasma beteiligt, es ist jedoch unklar, welches Organ 

in welchem Maße den NGAL-Plasmaspiegel beeinflusst, sodass es äußert 

fragwürdig erscheint, ob NGAL als spezifischer Marker einer einzigen 

Krankheitsentität angesehen werden kann. Verschiedene experimentelle Studien 

verdeutlichen diesen kontroversen Aspekt, beispielsweise zeigte eine 2016 in der 

Fachzeitschrift „Shock“ veröffentlichte Arbeit, dass es nach bilateraler Nephrektomie 

im Mausmodell zu einem (gering) stärkeren Anstieg des Plasma-NGAL kommt als 

nach beidseitger Ureterligatur oder nach CLP-Prozedur (Leelahavanichkul et al. 

2016), sodass Plasma-NGAL einem extrarenalen Pool entstammen muss und sicher 

nicht nierenspezifisch ist. Dennoch kommt diese Arbeit zum Schluss, NGAL eigne 

sich einen akuten Funktionsverlust der Niere zu identifizieren. Letzteres wird durch 

eine Arbeit von Katagiri et. al in Frage gestellt, die Patienten auf einer Intensivstation 
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ohne AKI und ohne Sepsis (n=40), mit AKI ohne Sepsis (n=65), mit Sepsis ohne AKI 

(n=10) sowie mit sepsisassoziiertem AKI (n=24) untersuchten und deren NGAL-

Plasmaspiegel vergleichen: es fanden sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen Patienten mit AKI ohne Sepsis und Patienten mit Sepsis ohne AKI (Katagiri 

et al. 2013), ähnliche Ergebnisse lieferten auch zwei weitere Studien (Martensson et 

al. 2010, Martensson et al. 2013). Vermutlich kann NGAL im Rahmen einer Sepsis 

nicht primär als Marker einer Nierenschädigung gesehen werden kann, sondern ist 

deutlich mit der Inflammation per se assoziiert (Otto et al. 2015) oder sollte als 

globaler Schädigungsparameter betrachtet werden. Eine Assoziation von NGAL mit 

verschiedenen Markern der Inflammation (TNF-α nach 6h und 24h, sowie IL-6 und 

IL-10 nach 24h) wurde im Mausmodell nachgewiesen (Otto et al. 2013). In einer 

weiteren Untersuchung bestätigte sich diese Assoziation auch bei verschiedener 

Ausprägung einer systemischen Inflammation beim Menschen, hier konnte gezeigt 

werden, dass nach antiinflammatorischer Behandlung von Rheuma-Patienten sich 

eine positive Korrelation von NGAL mit der Nierenfunktion zeigte, sodass die 

Hypothese aufgestellt wurde, diese Korrelation werde durch die systemische 

Inflammation „maskiert“ (Otto et al. 2015). Da der „Zytokin-Sturm“ als einer der 

Faktoren gilt, die zum akuten Nierenversagen bei Sepsis als „remote organ failure“ 

beiträgt, kann hierdurch die Beobachtung erklärt werden, dass es beim akuten 

Nierenversagen aufgrund Sepsis zu höheren plasmatischen NGAL-Werten kommt 

als beim nicht septischen akuten Nierenversagen (Bagshaw et al. 2010). Trotz dieser 

Einschränkungen ergab eine aktuelle Metaanalyse vorhandener Publikationen über 

die Eignung von NGAL als Marker der Nierenschädigung, dass diese Eignung auch 

bei Sepsis vorliegt, jedoch mit höheren Cut-Off-Werten vergesellschaftet ist (Zhang 

et al. 2016): die gepoolte Sensitivität lag bei 83%, die Spezifität lag jedoch lediglich 

bei 57%. Hingegen scheint Urin-NGAL ein verlässlicherer Marker der Nierenfunktion 

zu sein mit einer Sensitivität und Spezifität von jeweils 80%. Bezüglich des 

Ursprunges des Urin-NGAL gibt es jedoch ebenfalls unterschiedliche Daten, 

einerseits wird propagiert Urin-NGAL Stamme nahezu ausschließlich aus 

geschädigten Nierenepithelien und korreliere mit der Expression der Ngal-mRNA als 

direktem Marker der Nierenschädigung (Han et al. 2012), andererseits wird in einer 

aktuelleren Arbeit eine gestörte tubuläre Reabsorption als Hauptursache für die 

erhöhten Urin-NGAL werte gesehen (Sancho-Martinez et al. 2020). Aber auch hier 

bestehen Einschränkungen wie z.B. bei akutem anurischem Nierenversagen oder bei 
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Erkrankungen, die zu einer Schädigung der glomerulären Filtration und tubulären 

Reabsorption im proximalen Tubulus führen wie zum Beispiel die diabetische 

Nephropathie (Kuwabara et al. 2009, Paragas et al. 2012). In Bezug auf NGAL als 

möglichen Marker der Sepsis zeigten zwar mehrere Studien, dass NGAL mit der 

Schwere der Sepsis und einer erhöhten Mortalität korreliert (Hong et al. 2016, Wang 

et al. 2017, Chang et al. 2018), aufgrund der beschriebenen multiplen Einflüsse auf 

die NGAL-Expression durch Komorbiditäten und der daraus resultierenden niedrigen 

Spezifität eignet sich NGAL sicherlich nicht als alleiniger Biomarker zur Diagnose 

einer Sepsis; es könnte dem Intensivmediziner jedoch zusätzliche Informationen zur 

Prognoseabschätzung liefern.  
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