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1. Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
Abb. Abbildung 
C5a Complement 5a (Komplement 5a) 
cfDNA Cell free DNA (zellfreie DNA) 
FG Frügeborenes 
GCSF Granulocyte-colony stimulating factor (Granulozytenkolonie-

stimulierender Faktor) 
H3cit Citrulliniertes Histon H3 
H&E Hämatoxylin und Eosin 
I/R Läsion Ischämie/Reperfusionsläsion 
LPS Lipopolysaccharid 
MPO Myeloperoxidase 
NE Neutrophile Elastase 
NEC Necrotizing enterocolitis (nekrotisierende Enterokolitis) 
NET Neutrophil extracellular trap (neutrophile extrazelluläre Falle) 
NG Neugeborenes 
PAD Protein-Arginin-Deiminase 
PAD4 Protein-Arginin-Deiminase 4 
PBS Phosphate-buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 
p.p. Postpartum 
TLR4 Toll-like receptor 4 (Toll-like Rezeptor 4) 
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Die NEC ist ein NETs-abhängiger Prozess und NETose-Marker sind prädiktiv für NEC 
in Mäusen und Menschen 

3. Einleitung 
Die nekrotisierende Enterokolitis (necrotizing enterocolitis - NEC) gilt als eine der 

schwerwiegendsten pädiatrischen Krankheitsbilder, welche vor allem Frühgeborene (FG), 

aber auch zu einem geringeren Anteil Neugeborene (NG), betrifft. Tatsächlich entwickeln etwa 

12% aller Säuglinge mit einem Geburtsgewicht von weniger als 1500 Gramm eine NEC 

(Caplan 2008), unter der es trotz adäquater Therapie zu einer signifikanten Sterblichkeitsrate 

von bis zu 30% kommen kann (Lin und Stoll 2006). Trotz steigender Prävalenz und 

ausgiebiger Forschung, ist die Datenlage zur Pathogenese der NEC gering. Aktuelle Studien 

deuten darauf hin, dass die NEC ein multifaktorieller Krankheitsprozess ist, und durch die 

Exposition des unreifen Darms gegenüber Bakterien nach der Geburt ausgelöst wird 

(Leaphart et al. 2007). Nach dieser Exposition reagiert das Immunsystem des FG mit einer 

lokalen Hyperinflammationsreaktion, welche den neonatalen Darm beschädigt und zur NEC-

Entwicklung führt (Nanthakumar et al. 2000). Diese Theorie wird durch die Tatsache gestärkt, 

dass die Immunsystemaktivität von termingerechten NG nach bakterieller Exposition 

herunterreguliert wird, während bei FG diese Regulation nicht stattfindet (Leaphart et al. 

2007). 

Einer der wichtigsten Mechanismen zur Bestärkung dieser Theorie bezieht sich auf die 

Aktivität des sogenannten intestinalen Toll-like Rezeptors 4 (TLR4), welcher bei FG im 

Vergleich zu NG eine erhöhte Expression aufweist. Eine TLR4 Hochregulation führt zu einer 

erhöhten Schleimhautschädigung, da (1) die Apoptose von Enterozyten beschleunigt wird und 

(2) die Heilungsrate, durch eine beeinträchtigte intestinale Reparatur und Proliferation, 

reduziert wird (Leaphart et al. 2007). Daher bedingt eine erhöhte TLR4 Expression eine 

Aktivierung von Signalkaskaden, welche letztendlich zur Produktion von Chemokinen und 

inflammatorischen Zytokinen führt, die für die Rekrutierung von neutrophilen Zellen zum 

Entzündungsort notwendig sind (McElhinney et al. 2000, Hayashi et al. 2003). Aktuelle 

Studien, untermauern die Rolle des TLR4 in der NEC-Pathogenese, wie z.B. der Nachweis 

des protektiven Effektes des Stillens, welche die TLR4 Signalkaskade hemmt und somit zu 

einer erniedrigten TLR4-Aktivierung führt (Leaphart et al. 2007, Good et al. 2015). 

Entsprechend dieser Daten ist davon auszugehen, dass die TLR4 Aktivierung zu einer 

Rekrutierung von neutrophilen Zellen führt und diese somit entscheidend zur NEC-Entstehung 

beitragen. Die aktivierten Neutrophilen bekämpfen Pathogene mit Hilfe von drei 

Hauptmechanismen: (1) Phagozytose, (2) Degranulation und (3) Bildung von neutrophilen 

extrazellulären Fallen (neutrophil extracellular traps - NETs) (Papayannopoulos 2018). NETs 

sind mit Histonen und antimikrobiellen Proteinen bespickte netzartige DNA Strukturen und 
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werden von Neutrophilen durch 2 Mechanismen gebildet und ausgeschüttet: (1) Apoptose 

(NETose), auch bekannt als „beneficial suicide“, oder (2) nicht-lytische und nicht-apoptotische 

vesikuläre Freisetzung (Manda et al. 2014). Nach ihrer Freisetzung bekämpfen NETs 

Infektionen in dem sie in ihren DNA-Netzen Mikroben, wie Bakterien, Pilze, Viren und 

Protozoen immobilisieren, und mittels proteolytischer Enzyme, welche in den NETs enthalten 

sind, eliminieren (Brinkmann et al. 2004, Fuchs et al. 2010, Camicia et al. 2014). 

Da die Rolle der NETs in der NEC-Pathogenese noch unbekannt ist, war es das Ziel dieser 

Studie zu erforschen, ob NETs eine entscheidende Rolle in dieser spielen. Hierfür wurden ein 

NEC-Mausmodell entwickelt und zusätzlich humane NEC-Darmproben untersucht. Um das 

Ausmaß der NETs-Beteiligung an der NEC-Entwicklung zu beurteilen, wurde zusätzlich ein 

Mausmodell entwickelt, welches die Protein-Arginin-Deiminase (PAD) inhibiert, um somit eine 

NETs-Bildung zu verhindern. 
 

4. Material und Methoden 

4.1 Studiendesign 

Die Studie wurde von der Hamburgischen Landesverwaltung für Tierforschung genehmigt 

(63/16) und mit insgesamt 72 Versuchsmäusen durchgeführt. Zusätzlich wurden histologische 

Untersuchungen an Darmpräparaten von neun NG durchgeführt, welche von 2017 bis 2018 

an der Klinik für Kinderchirurgie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf a.G. einer 

NEC operiert wurden. Die Untersuchungen erfolgten nach den Richtlinien der 

Ethikkommission der Medizinischen Forschung Hamburg (Ethik-Kommission der 

Ärztekammer Hamburg, PV4991) und in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki 

(1964) und Ihren späteren Änderungen und Ergänzungen.  

 

4.2 Tierversuche  

4.2.1 NEC - Induktion 

Schwangere C57BL/6J-Mäuse wurden einzeln in der Tierpflegeeinrichtung mit Nahrung und 

Wasser ad lib. gehalten. Die Muttertiere gebaren auf natürlichem Weg und Jungtiere wurden 

während der gesamten Versuchsdurchführung bei dem Muttertier gehalten. Am vierten Tag 

postpartum (p.p.) wurde mit der NEC-Induktion begonnen: Versuchstiere wurden mit einer 

Mischung aus 0,1 ml Neocate (Nutricia) und Lipopolysaccharidlösung (LPS) (1:50-

Konzentration von LPS zu Neocate) mittels einer Sonde zweimal täglich geschlündelt, gefolgt 

von einer zehnminütigen Hypoxieperiode bei 5% Sauerstoff. Dieses Protokoll wurde sechs 

Tage durchgeführt und die Tiere spätestens am zehnten Tag p.p. euthanasiert. 

 



16 
 

4.2.2 NEC und NETs Zeitverlauf 

Das Induktionsprotokoll ist in Abbildung (Abb.) 1A dargestellt. Um die Entwicklung von NEC 

und NETs zu beurteilen, wurden Tiere an prädefinierten Endpunkten (1d, 2d, 4d und 6d nach 

Beginn der Induktion) getötet. Während des gesamten Experiments wurde das Trinkwasser 

der Muttertiere mit Tramadol versetzt, welches mit 12-14% der ursprünglichen Konzentration 

durch Trinken der Muttermilch auf die Jungtiere übertragen wird und eine angemessene 

Schmerztherapie gewährleistet (Ilett et al. 2008). Zur Kontrolle anderer Faktoren, welche die 

Jungtiere beeinflussen könnten, wurde eine zusätzliche Versuchstiergruppe gebildet 

(Kontrollgruppe), in der die Mäuse am vierten oder sechsten Tag post NEC-

Induktionsprotokoll euthanasiert wurden. 

 

4.2.3 PAD - Inhibition 

Protein-Arginin-Deiminase 4 (PAD4) ist ein Histon-modifizierendes Enzym, dessen Hemmung 

durch Cl-Amidin-Behandlung die Bildung von NETs verhindert (Li et al. 2010). In dieser Studie 

wurde eine PAD-Hemmung durch tägliche subkutane Injektionen von 10 mg/kg Körpergewicht 

Cl-Amidin ab Tag eins p.p. für den gesamten Zeitraum des oben beschriebenen Verfahrens 

aufrechterhalten (Fadini et al.2016). Abb. 1A zeigt den Zeitverlauf der PAD-Inhibition. 

 

4.3 Blut Analyse 

Die Blutproben wurden in Serum sowie Plasma getrennt, gekühlt transportiert und umgehend 

in eine -80°C Kühlung überführt. Zellfreie DNA (cell free DNA – cfDNA) und DNasen wurden 

aus Blutplasmaproben gewonnen und wie zuvor beschrieben analysiert (Fuchs et al. 2012). 

CfDNA ist ein unspezifischer Marker der NETs-Bildung, während DNase den Abbau von 

extrazellulärer DNA, inklusive der NETs, wiederspiegelt. 

 

4.4 Morphologische Darmanalyse und Gewebepräparation 

Um Darmgewebe makroskopisch sowie mikroskopisch zu analysieren, wurde das Abdomen 

unter Verwendung eines Mittellinienschnitts eröffnet und der betroffene Darm unter dem 

Mikroskop entfernt. Die makroskopische Beurteilung der NEC-Manifestation wurde während 

der Dissektion von zwei verblindeten Beobachtern durchgeführt, und einer von zwei Gruppen 

zugeteilt: Keine NEC (0) und NEC (1). Tiere mit makroskopischer NEC wurden anhand 

sichtbarer pneumatosis intestinalis und/oder Nekrose definiert. 

Die relevanten Segmente des Dünndarms wurden daraufhin in (1) phosphatgepufferte 

Salzlösung (phosphate-buffered saline - PBS) und (2) Bouin eingelegt. Eine weitere Probe 

wurde in flüssigen Stickstoff schockgefroren. 
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4.4.1 Extrazelluläre DNA 

Der extrazelluläre DNA Nachweis wurde mittels intestinaler Proben in situ veranschaulicht, 

indem in PBS gegebenen Gewebeproben unter einem Fluoreszenzmikroskop mit SYTOX 

Orange eingefärbt und analysiert wurden (Tanaka et al. 2014). Ein verblindeter Untersucher 

führte die Beurteilung und Kategorisierung durch: 

● (0) - keine extrazelluläre DNA; (1) – wenig extrazelluläre DNA; (2) – mittel-viel extrazelluläre 

DNA; (3) – viel extrazelluläre DNA. 

 

4.4.2 Histologische Analyse 

Nach der Gewebefixierung in Bouin wurden Proben dehydriert, in Paraffin eingebettet und in 

3 µm dicke Schnitte auf Objektträger zur weiteren Analyse aufgebracht. Alle Proben wurden 

von einem verblindeten Pathologen analysiert.  

 

4.4.2.1 Hämatoxylin und Eosin (H&E) 

Die H&E-Färbung erfolgte mit einem standardisierten, maschinellen Färbeverfahren, und 

wurde mit dem Lichtmikroskopie anhand des Chiu Scores semi-quantitativ beurteilt (Chiu et 

al. 1970). 

 

4.4.2.2 Immunohistochemische Färbungen (NE, MPO, H3cit, TLR4) 

Histologische Proben wurden immunohistochemisch für neutrophile Elastase (NE), 

Myeloperoxidase (MPO), citrulliniertes Histon H3 (H3cit) und TLR4 gefärbt. Aktivierung und 

Rekrutierung von Neutrophilen wurde mit NE und MPO visualisiert, und NETs-Produktion mit 

Hilfe des Surrogatmarkers für NETs, H3cit, bewertet. Die intestinale Entzündungsreaktion 

wurde mittels TLR4 Färbung aufgezeigt. Zusätzlich wurde für jeden verwendeten Antikörper 

eine Isokontrolle (Negativkontrolle) für jedes angefärbte Präparat angefertigt. Digitalisierte 

MPO-, NE-, H3cit- und TLR4-gefärbte Präparate wurden anschließend semiquantitativ 

ausgewertet: 

● (0) - keine Gewebefärbung; (1) - geringe Gewebefärbung; (2) – mittel-starke 

Gewebefärbung; (3) - starke Gewebefärbung. 

 

4.4.3 TUNEL - Assay 

Um DNA-Fragmentierungen in Zellkernen (ein Apoptosemarker im Darmgewebe) 

nachzuweisen, wurde ein TUNEL-Assay verwendet und die Ergebnisse semiquantitativ 

kategorisiert: 

● (0) - keine Apoptose; (1) - geringe Apoptose; (2) – mittel-starke Apoptose; (3) - starke 

Apoptose. 
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4.4.4 ELISA (C5a) 

Zur Rekrutierung von Entzündungszellen, wie z.B. Neutrophilen, wurde das Chemokin 

Komplement 5a (complement 5a - C5a) nachgewiesen (Tayman et al. 2011). Für diesen 

Nachweis wurde ein ELISA mit Plasma verwendet (Ergebnisse in pg/ml). 

 

4.5 Menschliche Probensammlung 

Darmproben wurden zum Zeitpunkt der Operation, nach Entfernung des nekrotischen 

Gewebes, entnommen. Um in die Studie aufgenommen zu werden, musste die NEC-

Diagnose vom behandelnden Chirurgen operativ bestätigt werden. Im Anschluss wurden 

Darmproben gemäß der oben genannten Beschreibung für HE, NE, MPO, H3cit und TLR4 

gefärbt und von einem verblindeten Pathologen ausgewertet (siehe 4.4.2.2). 

 

4.6 Statistik 

Alle Daten wurden mittels SPSS Statistics 24 und GraphPad Prism 6 analysiert. Zudem wurde 

eine Prä-Power Studie mit G * Power 3.1 durchgeführt. Die Power wurde von einer früheren 

Studie, in der NEC bei Mäusen untersucht wurde, bezogen (Zani et al. 2016). Unterschiede 

zwischen den Gruppen wurden mit einem ANOVA analysiert. Für ordinale Daten wurden 

Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Mann-Whitney-Test berechnet, während für 

Assoziationen zwischen Faktoren der Spearmans Rho Test utilisiert wurde. Das 

Signifikanzniveau wurde auf <0,05 festgelegt. 

 

5. Ergebnisse 
Insgesamt überlebten 51 von 76 Tieren (Abb. 2). In der Kontrollgruppe überlebten alle Tiere 

(10/10), während in der NEC-Gruppe weniger als 60% den geplanten Euthanasietag 

erreichten (31/52). In der PAD-Inhibitionsgruppe überlebten zehn von 14 Tieren, so dass somit 

die Mortalität nach PAD-Hemmung signifikant reduziert wurde (p = 0,008).  

Hinsichtlich NEC-Manifestation, zeigte die Mehrheit der NEC-Tiere klinische Anzeichen von 

NEC, wie z.B. distendierte Abdomen. Ferner nahm die makroskopische NEC-Manifestation 

mit längerer NEC-Induktionszeit zu: 1d (0/6), 2d (1/8), 4d (4/10), 6d (5/7). Im Vergleich zur 

NEC-Gruppe, zeigten PAD-inhibierte Tiere eine signifikant reduzierte, und vor allem weniger 

schwere, NEC-Manifestation am Euthanasietag (4/10 gegenüber 5/7, p = 0,003).  

Die Surrogatmarker für NET-Bildung und -Abbau, cfDNA und DNase, sind in der Abb. 1B-C 

aufgezeigt. Es zeigte sich, dass die cfDNA Konzentration mit längerer NEC-Induktionszeit 

signifikant anstieg und die Konzentration innerhalb der NEC-Gruppen signifikant erhöht war 

im Vergleich zu den Kontrolltieren (Abb. 1B). Ebenso zeigte die gemessene DNase 
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Konzentration im Gewebe der NEC-Tiere einen stetigen Zuwachs je länger die NEC-Induktion 

andauerte, am wahrscheinlichsten als Folge der NET-Produktion und Gewebeschädigung (p 

= 0,002). Weiterhin zeigten NEC-Tiere signifikant höhere DNase-Spiegel als Kontrolltiere 

(Abb. 1C) und PAD-inhibierte Mäuse hatten signifikant niedrigere cfDNA- und DNase-Spiegel 

als Tiere aus der NEC-Gruppe (beide p <0,001), welches insgesamt auf eine niedrigere NET-

Produktion der PAD-inhibierten Tiere hindeutet.  

Die histologische Auswertung der Gewebeproben zeigte einen signifikanten Anstieg der 

Gewebeschädigung innerhalb der NEC-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen (p <0,001). 

Insbesondere hatten NEC-induzierte Tiere signifikant höhere Chiu Scores als Kontrolltiere, 

wie aus Abb. 3A und 3E zu entnehmen ist. Darüber hinaus nahmen die Apoptose-Raten mit 

Verlängerung der NEC-Induktionsdauer bei Tieren der NEC-Gruppe drastisch zu (p <0,001). 

Zusätzlich waren die TUNEL-Werte in der NEC-Gruppe deutlich höher als bei Kontrolltieren, 

wie in der Abb. 3B dargestellt ist. Im Vergleich zur NEC-Gruppe schienen Tiere mit PAD-

Hemmung vor Gewebeschädigung geschützt zu sein und zeigten signifikant weniger 

Apoptose (Abb. 3A, 3B). 
Allgemeine Entzündung und Komplementaktivierung, gemessen an TLR4-Expression bzw. 

C5a-Aktivierung, waren mit zunehmender Länge des NEC-Induktionsprogramms 

ausgeprägter. Die PAD-Inhibierung verhinderte diesen Effekt (Abb. 3C, 3D).  

Wie Eingangs hypothesiert, führte die NEC-Induktion zu einer starken Neutrophilenaktivierung 

und NET-Produktion. Insbesondere nahm auch histologisch gesehen die extrazelluläre DNA 

Konzentration mit längerer NEC-Induktion in den NEC-Gruppen signifikant zu (p = 0,002), und 

Tiere mit NEC zeigten, im Vergleich zu den Kontrollen, beträchtlich höhere Mengen an 

extrazellulärer DNA (Abb. 4A und 4E). PAD-inhibierte Tiere zeigten diese Entwicklung nicht 

(Abb. 4A). Weiterhin nahm die Neutrophilenaktivierung, welche mit Hilfe von MPO und NE 

Färbung beurteilt wurde, mit andauernder Zeit der NEC-Induktion signifikant zu (MPO p = 

0,034; NE p = 0,018) und waren deutlich erhöht im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 3B und 

3C). Abermals zeigten Tiere mit PAD-Hemmung eine nicht-signifikante Reduktion der 

Neutrophilenaktivierung (Abb. 3B und 3C). Darüber hinaus nahm die NET-Produktion (H3cit) 

mit längerer NEC-Induktionszeit signifikant zu (p <0,001), während Kontrolltiere deutlich 

niedrigere Werte aufwiesen, wie in Abb. 3D zu sehen ist. Ebenso schien die PAD-Inhibition 

erfolgreich gewesen zu sein, da diese Tiere signifikant niedrigere H3cit-Werte hatten als die 

NEC-Tiere (Abb. 3D). 
 

Humane Proben 
Alle menschlichen Darmproben wurden von frühgeboren (27,56 +/- 2,24 SSW), hypotrophen 

(1038,89 +/- 317,99 g) und an Tag neun oder zehn p.p. operierten (9,57 +/- 8,46d) Säuglingen 

gewonnen. Wie in Abb. 3 gezeigt, wiesen humane NEC-Darmproben eine ähnliche 



20 
 

Gewebeschädigung (Chiu Score), Apoptose (TUNEL) und Entzündung (TLR4) auf wie Mäuse 

mit NEC. Darüber hinaus waren Neutrophilenaktivierung, gemessen anhand von MPO und 

NE, sowie NETose-Raten zwischen menschlichen und tierischen NEC-Proben vergleichbar, 

wie in Abb. 4 zu sehen ist. 

 

6. Diskussion 
Auch wenn die genaue Pathophysiologie der NEC nicht geklärt ist, bestärkt diese Studie die 

Hypothese, dass eine unreife Darmbarriere in Kombination mit einer überschießenden 

Inflammationsreaktion, die durch das unreife Darmepithel als Reaktion auf eine Verletzung 

ausgelöst wird, ursächlich für die NEC-Entwicklung ist (Fuchs et al. 2010, Brill et al. 2012, 

Saffarzadeh et al. 2012). Wie bereits beschrieben, eliminieren neutrophile Granulozyten 

Pathogene durch: (1) Phagozytose und (2) Produktion von NETs (Nauseef und Borregaard 

2014), so dass diese der Schlüssel zum Verständnis der NEC-Pathogenese sein könnten. 

Tatsächlich zeigt diese Studie, dass die NEC-Manifestation bei PAD-inhibierten Mäusen, 

welche keine NETs bilden können, meistens verhindert wurde, wenn diese Tiere dieselbe 

NEC-Induktion erhielten. Darüber hinaus waren die Manifestationsformen der NEC, nämlich 

(1) Gewebeschädigung, (2) Apoptose und (3) Entzündung bei PAD-inhibierten Tieren 

signifikant reduziert. Da PAD4 ein für die NETose notwendiges Enzym ist, und somit Tiere mit 

PAD-Hemmung nicht in der Lage sind NETs zu produzieren (Papayannopoulos et al. 2010), 

ist es sehr wahrscheinlich, dass NETs eine entscheidende Funktion in der NEC-Pathogenese 

haben. 

Die Auswertung der Daten ergab, dass Tiere mit NEC-Manifestation eine starke 

Neutrophilenaktivierung und Zunahme der NET-produzierenden Neutrophilen präsentierten, 

welches auch in anderen Studien belegt wird (MacQueen et al. 2016, De Plaen 2013). Darüber 

hinaus zeigten Tiere mit NEC eine starke Aktivierung (1) des Komplementsystems und (2) 

eine erhöhte Expression von TLR4, beides Resultate von aktivierten neutrophilen 

Granulozyten. Einerseits induzieren neutrophile Granulozyten nicht nur eine NETose, sondern 

aktivieren andererseits auch das Komplementsystem, welches wiederum zu einer Produktion 

von C5a führt (Wang et al. 2015). Zusätzlich induzieren und/oder verstärken NETs die 

Funktion des Komplementsystems durch Aktivierung von Faktor XII, welcher wiederum zur 

Rekrutierung von Neutrophilen führt und eine NETose induziert (Yuen et al. 2016). Weiterhin 

wurde eine erhöhte TLR4 Expression in NEC-Tierversuchen als auch bei NEC-NG 

dokumentiert (Jilling et al. 2006). Diese Beobachtung kann durch die Funktion des TLR4 in 

der Erkennung und Eliminierung von Pathogenen via bakterieller DNA und LPS erklärt werden 

(Clark et al. 2007). Darüber hinaus führt die TLR4 Aktivierung zur Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine (z.B. Interleukin 6, Tumornekrosefaktor alpha) via MyD88-
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abhängiger Signalwege, welche abermals eine Thrombozytenaggregation initiieren (Xu et al. 

2011). Unter Berücksichtigung dieser beiden Signalkaskaden, welche durch aktivierte 

neutrophile Granulozyten induziert werden, scheint es naheliegend, dass NETs in NEC-

Patienten eine Komplementaktivierung sowie Entzündungsreaktion hervorrufen, die primär 

durch eine erhöhte TLR4-Expression mit anschließender Aktivierung zusätzlicher 

Neutrophilen verursacht wird. Daher führt die Entzündungskaskade, die bei Tieren mit NEC, 

ebenso wie bei diagnostisch verifizierten NEC-Patienten beobachtet wird, zu einem 

Teufelskreis: Neutrophile Zellen induzieren eine Hyperinflammation durch die Expression von 

NETs, welche wiederum weitere neutrophile Graunlozyten aktivieren. Dementsprechend 

konnten die Hypothesen, dass NETs für die Entwicklung der NEC essentiell sind und die 

Ergebnisse unseres NEC-Tiermodells auf menschliche NEC-Patienten übertragbar sind, da 

die humanen NEC-Proben hinsichtlich Neutrophilenaktivierung und NETs-Produktion sich 

ähnlich der Mausproben verhalten, bestätigt werden.  
Zusätzlich legen unsere Ergebnisse nahe, dass die NETose-Marker, DNase und cfDNA, in 

der NEC-Diagnostik hilfreich sein könnten, v.a. unter dem Gesichtspunkt, dass andere 

aktuelle Studien unsere Ergebnisse belegen, und cfDNA, sowie neutrophile Proteine, im Darm 

von NG mit NEC bestätigen (MacQueen et al. 2016). Jedoch ist zu bedenken, dass die in 

unserer Studie gemessenen cfDNA Konzentrationen, DNA verschiedener Herkunft beinhaltet, 

einschließlich: (1) NETs, welche von Neutrophilen produziert werden, und (2) passive 

Freisetzung von mitochondrialer und nukleärer DNA durch geschädigte und apoptotische 

Zellen (Brill et al. 2012, Zitvogel et al. 2010, Bhagirath et al. 2015, Jimenez-Alcazar et al. 

2017a, Jimenez-Alcazar et al. 2017b). Daher besteht die gemessene extrazelluläre DNA 

Konzentration in dieser, sowie auch anderen Studien, nicht ausschließlich aus NETs. Obwohl 

unsere Studie nicht sehr stark gesteigerte cfDNA Konzentrationen in NEC-Tieren im Vergleich 

zu Kontrolltieren wiederspiegelt, zeigten dennoch alle NEC-Mäuse cfDNA-Konzentrationen 

von über 125 ng/ml, welches jedoch weniger ist als bei NG mit NEC (über 1000 ng/ml) 

(Nguyen et al. 2017). Die unterschiedlichen cfDNA Werte zwischen einerseits Mäusen dieser 

Studie und andererseits NG mit NEC ist jedoch anhand unterschiedlicher Konzentrationen 

von Neutrophilen der einzelnen Spezies erklärbar. Weiße Blutkörperchen des Menschen 

bestehen aus ca. 50-70% neutrophilen Zellen, während bei Mäusen dieser Anteil weniger als 

25% beträgt (Mestas und Hughes 2004). Daher sollten weitere Studien erfolgen, welche 

andere Infektionskrankheiten des Darms hinsichtlich cfDNA untersuchen, bevor cfDNA als 

diagnostischer Marker für NEC verwendet werden kann. 

Zusammenfassend unterstützt unsere Studie die Theorie, dass NETs eine essentielle 

Funktion in der NEC-Pathogenese haben. Die NEC-Mortalität, und insbesondere Morbidität, 

war nach NETose-Prävention durch PAD-Inhibition stark reduziert, wobei die Ergebnisse der 

PAD-inhibierten Tiere, denen von gesunden Kontrollen ähnelten. Daher scheinen NETs für 
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die Hyperinflammationskaskade, welche essentiell für die NEC-Entwicklung ist, von 

entscheidender Bedeutung zu sein, so dass folglich eine NETs-Hemmung das Ausmaß der 

NEC begrenzen könnte. Darüber hinaus scheint cfDNA ein vielversprechender Marker in der 

NEC-Diagnostik zu sein. 

 

Ausblick 
Auch wenn die Ergebnisse dieser Studie vielversprechend sind und die Unterschiede 

zwischen den Gruppen signifikant, waren diese jedoch nicht immer sehr stark ausgeprägt. 

Dieses kann an verschiedenen Faktoren liegen, welche diese Studie limitieren, und in 

zukünftigen NEC-Versuchen kontrolliert werden sollten.  

Eine Erklärung der Unterschiede könnte die Wahl der Versuchstiere (C57BL/ 6J-Mäuse), 

welche für die T-Zell-Forschung entwickelt worden sind, sein (Mills et al. 2000). Bei NG ist die 

primäre Immunantwort, wie bereits beschrieben, durch neutrophile Granulozyten vermittelt 

(Selders et al. 2017). Tatsächlich ist die Konzentration von Neutrophilen im Menschen fast 

doppelt so hoch als bei Mäusen (Mestas und Hughes 2004), so dass es durchaus möglich ist, 

dass NETs in der humanen NEC-Pathogenese eine wesentlich größere Rolle spielen als in 

der aktuellen Studie gezeigt wurde. Um dieses Problem zu beheben und das NEC-

Mausmodell der menschlichen NEC-Pathophysiologie näher zu bringen, wäre eine NEC-

Studie, bei welcher eine Neutrophilenproliferation in der Maus induziert würde, wie z.B. durch 

Gabe von Granulozytenkolonie-stimulierenden Faktor (GCSF - granulocyte-colony stimulating 

factor), indiziert, da GCSF Injektionen zu einer Steigerung der Granulozytenproduktion im 

Knochenmark führen (Petit et al. 2002).  

Zweitens gilt es zu beachten, dass viele NG, sowie FG, welche an der NEC erkranken, häufig 

auch an kongenitalen Herzerkrankungen leiden. Auch wenn beide Erkrankungen unabhängig 

voneinander auftreten können, ist auffällig, dass Kinder mit einem angeborenen Herzfehler 

ein erhöhtes Risiko für eine NEC-Entwicklung haben (Pickard et al. 2009). Für dieses 

Phänomen gibt es verschiedene Erklärungsansätze: (1) Zu einem kann die Zirkulation bei 

Kindern mit angeborenen Herzfehlern, v.a. bei linksventrikuläre Ausflusstraktläsionen und 

Einzelkammerphysiologien so verändert sein, dass nach Behebung des Problems die Kinder 

eine intestinale Ischämie/Reperfusionsläsion (I/R-Läsion) erleiden, die wiederum ein 

Risikofaktor für die Entstehung einer NEC ist (Giannone et al. 2008). (2) Weiterhin gilt es zu 

beachten, dass Patienten mit angeborenen Herzfehlern a.G. der Entwicklung von neuen 

Operationstechniken zunehmend am Herzen operiert werden. Dieses behebt zwar das 

ursprüngliche Problem am Herzen, doch führen die Stressoren während der Operation und 

des kardiopulmonalen Bypasses zu einer Erhöhung der zirkulierenden Endotoxine, sowie 

proinflammatorischen Zytokine, welche, wie bereits beschrieben, Mediatoren in der NEC-

Pathophysiologie sind (Ulate et al. 2017). Das Zusammenspiel dieser beiden 
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pathophysiologischen Mechanismen kann u.a. synergistisch zur Entstehung der NEC führen: 

Nach erfolgreicher Therapie der kongenitalen Herzerkrankung und somit Behebung der 

vorherigen pathologischen Hämodynamik, kommt es zu einer Verbesserung des Blutflusses 

zum zuvor hypoperfundierten Darmbereichs. Die Änderung der Perfusionsverhältnisse kann 

daraufhin zur Schädigung des Darmgewebes führen (I/R Läsion) (Caudrillier et al. 2012) und 

in einer Hyperinflammationsreaktion enden, welche a.G. von (1) Neutrophilenaktivierung (u.a. 

durch freigesetzte Stressoren während der Operation (Ulate et al. 2017)  bzw. als firstline 

responders nach I/R-Läsion (Yagihashi et al. 1998), (2) Darmunreife und (3) pathologischer 

intestinaler Flora initiiert wird (Eaton et al. 2016). Dementsprechend ist es durchaus möglich, 

dass bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern, welche im Verlauf eine NEC entwickeln, die 

Ursache der NEC primär durch die oben genannte Pathophysiologie und der daraus 

resultierenden I/R-Läsion eine ausschlaggebende Rolle spielt. Da das etablierte NEC-

Mausmodell, welches zur NEC-Induktion in dieser Studie verwendet wurde, eine Mischung 

aus bakterieller NEC mittels LPS sowie I/R Läsion durch Hypoxie verwendet, wäre es daher 

von Interesse, ein neues NEC-Modell zu entwickeln, in der beide NEC-Risikofaktoren getrennt 

würden, um daraufhin zu evaluieren, wie neutrophile Granulozyten und NETs sich in beiden 

Modellen verhalten. Basierend auf den Ergebnissen wäre es daraufhin ggfs. möglich eine 

gezieltere Therapie mittels z.B. DNase zu verwirklichen.  
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7. Zusammenfassung 
Introduction NEC is one of the most devastating diseases affecting premature and mature 

infants. It is hypothesized that NEC is the result of neutrophils’ active role in hyperinflammation 

after bacterial gut colonization, as they release nuclear DNA and form NETs to combat 

pathogens. The aim of this study was to evaluate NETs’ role in NEC pathogenesis, and to 

identify markers of NETosis to predict NEC.  

Methods NEC was induced in mice by gavage feeding Neocate/LPS, followed by a hypoxia 

phase q12h for 5 days, starting on day 4 p.p.. The interrelation of NEC and neutrophils, 

including NETs, was assessed macroscopically, microscopically, and in blood samples. To 

determine the exact role of NETs in NEC pathogenesis, a PAD-inhibition model was 

established. Human intestinal samples of diagnostically verified NEC were also analyzed.  

Results Our results suggest that the hyperinflammation observed in NEC is a NETs-dependent 

process, as NEC severity was significantly reduced in mice incapable of forming NETs, and 

markers for NEC and NETs correlated positively. Further, serum NETosis biomarkers appear 

to predict NEC in mice. As findings of the mouse NEC model correlate positively with human 

NEC samples, the hyperinflammation reaction observed in mice could potentially be applied 

to human NEC pathogenesis.  

 
Einleitung Die NEC ist eine der verheerendsten Erkrankungen von FG, sowie NG. Es wird 

vermutet, dass die NEC eine Folge von überaktiven Neutrophilen ist, welche eine 

Hyperinflammation durch Freisetzung nukleärer DNA und Bildung von NETs zur Bekämpfung 

von Pathogenen nach bakterieller Kolonisation des Darmes verursachen. Ziel dieser Studie 

war es, die Rolle von NETs in der NEC-Pathogenese zu analysieren, sowie NETose-Marker 

zu identifizieren, um ein NEC besser zu diagnostizieren.  

Methoden Die NEC wurde in Versuchsmäusen durch Schlündeln mit Neocate/LPS, gefolgt 

von einer Hypoxiephase q12h für 5 Tage (beginnend an Tag 4 p.p.) induziert. Die Korrelation 

zwischen NEC und Neutrophilen, einschließlich NETs, wurde makroskopisch, mikroskopisch 

und in Blutproben beurteilt. Um die genaue Rolle von NETs in der NEC-Pathogenese zu 

bestimmen, wurde ein PAD-Inhibitionsmodell etabliert. Zusätzlich wurden menschliche 

Darmproben von diagnostisch verifizierten NEC Patienten analysiert.  

Ergebnisse Die Ergebnisse zeigen, dass die in der NEC zu beobachtende Hyperinflammation 

ein NETs-abhängiger Prozess ist, da die NEC-Ausprägung in PAD-inhibierten Mäusen 

signifikant reduziert war und Marker für NEC sowie NETs positiv korrelierten. Ferner scheinen 

NETose-Serummarker prädiktiv für NEC in Mäusen zu sein. Da die Ergebnisse des NEC-

Mausmodells mit den menschlichen Probenanalysen korrelieren, ist die 

Hyperinflammationsreaktionstheorie der murinen NEC potentiell auf die Pathogenese der 

menschlichen NEC anwendbar. 
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10. Abbildungsverzeichnis 
 
 

 

 
 
Abb. 1: Studiendesign und Biomarker Ergebnisse für die nekrotisierende Enterokolitis (NEC). 

(A) Mäuse in der NEC-Gruppe wurden fünf Tage zweimal täglich mit einer Mischung aus 

Neocate/Lipopolysaccarid geschlündelt und einer zehnminütigen Hypoxieperiode (5% 

Sauerstoff) ausgesetzt. Mit dieser Induktion wurde am vierten Tag nach der Geburt (p.p.) 

begonnen. Alle Tiere wurden spätestens an Tag zehn p.p. euthanasiert. (B) Zellfreie DNA 

(cfDNA) ist ein Marker für NETose, und war in der NEC-Gruppe, je länger die Induktionszeit, 

im Vergleich zu Kontrollen signifikant erhöht. Eine Protein-Arginin-Deiminase (PAD)-

Hemmung (blau) führte in NEC-Tieren, im Vergleich zu unbehandelten Tieren, zu deutlich 

niedrigeren cfDNA-Werten. (C) Die DNase-Konzentration der NEC-Tiere zeigte einen nahezu 

linear signifikanten Anstieg. Tiere der NEC-Gruppe hatten signifikant höhere Konzentrationen 

im Vergleich zu Kontrollen und PAD-inhibierten Mäusen (blau). Die Daten sind als Mittelwert 

± SD dargestellt. Statistik: Mann-Whitney-Test und ANOVA. 
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Abb. 2. Überlebensraten der Versuchstiere. Weniger als 30% der Tiere in der 

Interventionsgruppe überlebten bis zu ihrem Euthanasiezeitpunkt. Tiere mit PAD-Hemmung 

(blau) wurden demselben NEC-Induktionsprotokoll unterzogen, hatten jedoch im Vergleich zu 

Tieren in der NEC-Gruppe eine signifikant verringerte Mortalitätsrate (p = 0,013). Statistik: 

Wilcoxon-Test. 
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Abb. 3. PAD-Hemmung reduziert Gewebeschäden und Apoptose. (A, E) Mit Hilfe des Chiu 

Scores wurde die Darmschädigung evaluiert, welche einen signifikanten Anstieg mit längerer 

NEC-Induktionszeit aufzeigte. PAD-inhibierte Mäuse waren vor dieser Schädigung 

weitgehend geschützt (blau). (B) Die Apoptoserate wurde mittels eines TUNEL-Assays 

bewertet. Tiere in der NEC-Gruppe hatten signifikant erhöhte Apoptosewerte, während Tiere 

mit PAD-Hemmung (blau) signifikant niedrigere TUNEL-Werte aufzeigten. (C, F) Toll-like 

Rezeptor 4 Expression stieg mit längerer NEC-Induktionszeit, im Vergleich zu Kontrolltieren, 

an. PAD-Hemmung (blau) verhinderte diesen Effekt. (E) Die Komplementaktivierung wurde 

über einen Komplementkomponenten-5a-Assay (C5a) bewertet, der nach NEC-Induktion 

innerhalb der NEC-Gruppe eine linear signifikante Konzentrationserhöhung wiederspiegelte. 

Ein C5a Anstieg wurde durch PAD-Hemmung (blau) verhindert. Gesamtzahl der Probanden: 

Kontrollen n = 10, 1d NEC n = 6, 2d NEC n = 8, 4d NEC n = 10, 6d NEC n = 7, PAD-Hemmung 

n = 10, Menschen n = 9. Statistik: Mann-Whitney-Test und ANOVA. 
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Abb. 4. NEC induziert eine Neutrophilenaktivierung und möglicherweise neutrophile 

extrazelluläre Fallen (NET) Bildung. (A, E) Die Quantifizierung von extrazellulärer DNA, 

einschließlich NETs, wurde durch SYTOX Orange-Färbung veranschaulicht. NEC-Tiere 

zeigten einen relevanten Anstieg des NETs Färbeverhaltens, der in Abwesenheit von PAD 

(blau) signifikant verringert war. Menschen mit NEC demonstrierten ein, den NEC-Tieren, 

ähnliches Färbeverhalten. (B, C, F) Neutrophile Elastase (NE) und Myeloperoxidase (MPO), 

beides Marker der Neutrophilenaktivierung, nahmen bei NEC-Tieren mit zunehmender NEC-

Induktionszeit, im Vergleich zu Kontrollen, zu und waren bei Tieren mit PAD-Hemmung (blau) 

reduziert. (D, G) Der NETs-Marker citrulliniertes Histon H3 (H3cit) zeigte bei Tieren, sowie bei 

Menschen, mit NEC einen Anstieg. Dieser Marker war in der PAD-Inhibierungsgruppe (blau) 
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signifikant reduziert, wobei die H3cit-Spiegel bei Tieren mit PAD-Inhibierung den Werten der 

Kontrolltiere ähnelte (p = 0,075). Gesamtzahl der Probanden: Kontrollen n = 10, 1d NEC n = 

6, 2d NEC n = 8, 4d NEC n = 10, 6d NEC n = 7, PAD-Hemmung n = 10, Menschen n = 9. 

Statistik: Mann-Whitney-Test und ANOVA. 
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