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1. Einleitung

1.1 Nekrotisierende Enterokolitis (NEC)

1.1.1 Definition

Die nekrotisierende Enterocolitis (NEC) ist die haufigste lebensbedrohliche Erkran-
kung des Gastrointestinaltrakts des Frih- und Neugeborenen (97, 143). Es handelt
sich hierbei um eine transmurale nekrotisierende Entziindung der Darmwand (143).
Diese Entziindung geht charakteristischerweise mit Odem, Ischamie und intestinaler
Nekrose einher (2, 81, 146). Mit bis zu 90% sind bevorzugt das terminale lleum und

das proximale Kolon betroffen (2, 57, 143).

Abbildung 1: Frihgeborenes mit NEC

1.1.2 Inzidenz

Die Inzidenz der Erkrankung liegt zwischen 0,9 und 2,4 pro 1.000 Lebendgeburten
(1). Sie ist abhangig von Gestationsalter und Geburtsgewicht (7, 167). Mit einer Inzi-
denz von bis zu 10% sind besonders Frithgeborene mit sehr niedrigem (= Very-low-
birth-weight, < 1500g) und extrem niedrigem (= Extremly-low-birth-weight, < 1000g)
Geburtsgewicht betroffen (145, 170). Es besteht kein Zusammenhang zwischen dem
Geschlecht und dem Auftreten dieser Erkrankung (25, 62).



Beschrieben werden regionale Unterschiede, sowie ein vermehrtes Vorkommen bei
der farbigen Bevdlkerung (25, 33). Die steigende Inzidenz der NEC ist auf das zu-
nehmende Uberleben von Frithgeborenen aufgrund von Fortschritten in der neonato-
logischen Intensivmedizin und dem praventiven Einsatz von Probiotika zurtickzufih-
ren (27, 56, 81, 149). Die Mortalitat betragt in Abhéngigkeit von Geburtsgewicht (167)
und Stadium der Erkrankung 10-50% (15, 23).

1.1.3 Atiologie

Obwohl bereits mehrere Risikofaktoren fur die Enstehung einer Nekrotisierenden En-
terokolitis untersucht wurden, bleibt die genaue Atiologie nach wie vor unklar (93,
111). Man vermutet ein multifaktorielles Geschehen (2), wobei einige Risikofaktoren
bekannt sind.

Zu diesen Risikofaktoren gehoren hauptsachlich die Frihgeburtlichkeit (105, 110,
167), und ein niedriges Geburtsgewicht (110, 167). Uber 90% der betroffenen Kinder
sind vor der 36. Schwangerschaftswoche geboren oder haben ein Geburtsgewicht
von unter 15009 (62, 77, 93).

Des Weiteren wurde in bis zu 90% vor Ausbruch der Erkrankung mit enteraler Ernah-
rung begonnen (62, 166), wobei die Gabe von Ersatznahrung einen entscheidenden
Faktor darzustellen scheint (22, 27, 107). Muttermilch wird hingegen ein protektiver
Effekt zugeschrieben, welcher aller Wahrscheinlichkeit nach auf deren IgA-Gehalt
zurtckzufihren ist (3, 42, 45, 95, 164).

Die Symptome entwickeln sich typischer Weise im Zeitraum der Darmkolonisation
(100). Hierbei kdnnte eine verstarkte Kolonisation des Darmes mit gram-negativen
Bakterien wie E.coli, Klebsiellen, Salmonellen und Clostridien urséchlich fur die NEC
sein (9, 41, 92, 98).

Fur eine bakterielle Genese spricht zudem, dass eine prophylaktische Gabe von An-
tibiotika die Inzidenz der NEC reduzieren kann (50, 100).

Weitere Risikofaktoren sind die Hypoxie und Ischamie, welche zur Schadigung der
Darmmukosa filhren kénnen (125, 146). Ursachen fir eine Minderperfusion des Dar-
mes kdnnen pranatalen Ursprungs sein, wie beispielsweise eine Plazentainsuffizienz

oder eine Exposition mit Kokain (106, 168). Peri- bzw. postnatal stellen Asphyxie,



Hypothermie (22), Schock, Polyzytamie, Austauschtransfusionen (66, 144) und intra-
vasale Katheter (120, 166) Risiken fir das Friih-/Neugeborene dar.

Ein gehauftes Auftreten der Nekrotisierenden Enterokolitis findet man bei Neugebo-
renen mit angeborenen Herzfehlern (18, 61, 114) oder neonatalem Atemnotsyndrom
(78). Beide Erkrankungen konnen utber eine Hypoperfusion zur Nekrotisierenden En-
terokolitis fuhren. AuRerdem kdnnen Medikamente wie Indomethazin, die beispiels-
weise zur Therapie bei einem Persistierenden Ductus arteriosus eingesetzt werden,
zu einer NEC fuhren (29, 61).

Alle genannten Risikofaktoren fiihren zur Schadigung der Darmmucosa, woraus sich
im weiteren Verlauf eine Nekrotisierenden Enterokolitis entwickeln kann (93).

Hsueh (82) berichtet Uber eine durch Infektion oder Hypoxie verursachte initiale
Schadigung der Mucosa und somit der Darmbarriere. Dadurch kénnen vermehrt Ent-
zundungszellen in die Darmwand einwandern. Der sich entwickelnde Darmwandde-
fekt hat zur Folge, dass Bakterien (und LPS) leichter passieren kdnnen, die Entzin-
dungskaskade weiter vorangetrieben wird und es zu Vasokonstriktion mit Ischamie

und schlussendlich zur Nekrose kommen kann.

Schéadigung

der Darmmukosa

- -
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Abbildung 2: Schéadigung der Darmmukosa und Freisetz ung
von Zytokinen (64)




1.1.4 Klinik und Verlauf

Die Erkrankung beginnt bei Friihgeborenen durchschnittlich in den ersten beiden Le-
benswochen (7, 94, 170), wahrend Reifgeborene bereits ein paar Tage nach ihrer
Geburt erkranken kénnen (109). Die Nekrotisierende Enterokolitis zeigt eine sehr va-
riable klinische Auspréagung, wobei sie im Verlauf sowohl zur Restitutio ad integrum,
als auch in schweren Fallen zum Tode fuhren kann (10, 145).

Klinische Leitsymptome sind ein distendiertes Abdomen mit dilatierten Darmschlin-
gen und fehlender Peristaltik, galliges Erbrechen, gastrointestinale Blutungen sowie
lleus. Weitere Symptome sind abdominelle Abwehrspannung und Flankenrétung.
Schwerwiegende Komplikationen stellen die Darmperforation und das Multiorganver-
sagen dar (10, 143, 145).

Eine haufige postoperative Komplikation stellt die Entwicklung von Darmstrikturen
dar (15, 80). Eine ausgedehnte Darmresektion kann zu einem Kurzdarmsyndrom und
anschliessend langer dauernder parenteraler Ernéahrung fuhren (80, 131). Dies hat
negative Auswirkungen auf Entwicklung und GrolRenwachstum des betroffenen Kin-
des (4, 58, 77, 131, 175, 177). Schwerwiegende kognitive, visuelle und psychomoto-
rische Beeintrachtigungen kénnen bei Kindern nach einer NEC beobachtet werden
(138, 153, 173). Hauptursache fur diese neurologischen Defizite ist die Entstehung
einer periventrikularen Leukomalazie, welche nahezu 50% der NEC-Patienten betrifft
(47, 138).



Mit Hilfe klinischer und radiologischer Kriterien wird die Nekrotisierende Enterokolitis

nach Bell folgendermal3en klassifiziert (10):

Stadium Klinische Zeichen Radiologische Behandlung
Zeichen
I Unspezifisch: Normale oder dila- |Konservativ
(Verdacht | Fatterungsschwéche, Apnoe, tierte Darmschlin-
auf NEC) Bradykardie, Lethargie, Zyano- |[gen mit mildem
se, Temperaturinstabilitat, Ma- |lleus
genreste, Blut im Stuhl
Il Wie Stadium | plus: Signifikant dilatierte |Konservativ,
(magige GI-Blutung, fehlende Darmge- |Darmschlingen mit |eventuell
NEC) rausche, leichte Azidose und lleus, Aszites, operativ
Thrombozytopenie, reduzierte | Pneumatosis in-
Perfusion und Odem der Darm- |testinalis, Luft in der
wand Pfortader
1] Wie Stadium Il plus: Wie Stadium Il plus: | Operativ
(fortge- Septischer Schock mit Hypo- Pneumoperitoneum
schrittene [tension, Bradycardie, Apnoe, und freie intraab-
NEC) respiratorischer und metaboli- [dominelle Luft als
scher Azidose, Nierenversagen |Zeichen einer Perfo-
mit Anurie, disseminierte intra- | ration
vasale Gerinnung, Neutropenie,
Ro6tung des Abdomens, diffuses
Odem
Tabelle 1:  Bell-Kriterien der NEC




1.1.5 Diagnostik

Die Diagnosestellung erfolgt bislang anhand des klinischen Bildes und radiologischer
Kriterien (siehe 1.1.2).

An apparativer Diagnostik stehen die Abdomensonographie und Abdomeniber-
sichtsaufnahme zur Verfliigung.

Typisches, jedoch nicht NEC-spezifisches radiologisches Zeichen der Nekrotisieren-
den Enterokolitis ist die Pneumatosis intestinalis, eine intramurale Gasansammlung,
die durch Fermentation von Bakterien in der Darmwand entsteht (2, 21, 134).
Weitere wichtige radiologische Zeichen sind Luft in der Pfortader und freie intraperi-
toneale Luft als Zeichen der intestinalen Perforation (48).

Zudem werden folgende Laborparameter bestimmt: Blutgerinnung, Blutgase, Elektro-
lyte, Blutglucose, Erythrozyten- und Thrombozytenzahl. Ebenso werden Blutkulturen
und Untersuchungen von Stuhl und Urin auf Bakterien durchgeftihrt (87, 166).

Im Rahmen der entziindlichen Situation mit dem Risiko einer Sepsis werden die fur
padiatrische Patienten geeigneten Laborparameter (unter anderem CRP, IL-6 und IL-
8) bestimmt (124,148). Interleukine haben zu Beginn einer bakteriellen Infektion die

hdchste Sensitivitat, wobei die Spezifitat gering ist (142).

b: Abdomen seitlich liegend

a: Abdomen ap liegend

Abbildung 3: Abdomenubersichtsaufnahmen bei einem P atienten mit nekro-
tisierender Enterokolitis
Abbildung 3a und 3b zeigen dilatierte Darmschlingen. In 3b sieht man zusatzlich

freie intraabdominelle Luft.



1.1.6  Therapie

Die initiale Therapie ist konservativ. Wahrend in Stadium | eine konservative Behand-
lung ausreichend ist, kann in Stadium Il eine Operation notwendig sein. In Stadium Il
ist eine operative Therapie unumganglich (1).

Die konservative Therapie umfasst die Entlastung des Gastrointestinaltraktes mittels
Nahrungskarenz, Magensonde und antibiotischer Therapie (147, 166). Zusatzlich er-
folgt die intensivmedizinische Therapie mit Kreislaufunterstitzung und Volumenthe-
rapie (87, 166).

Die Indikationsstellung zur operativen Therapie richtet sich nach klinischem Bild, ra-
diologischen Befunden und Laborbefund. Die Darmperforation mit Nachweis von
intraabdominell freier Luft stellt die einzige absolute OP-Indikation dar (99, 149).
Relative OP-Indikationen sind Luft in der Pfortader, Versagen der medikamentésen
Therapie, stehende Darmschlingen in der Abdomenibersichtsaufnahme, tastbare
abdominelle Resistenzen, ein Erythem der Bauchwand sowie ein septisches Krank-
heitsbild (64).

Verschiedene operative Therapieoptionen stehen zur Verfigung:

1. Priméare Peritonealdrainage (PD) mit Spulung der Bauchhdhle (16)

2. Clip and drop back: modifizierte ,Second-look“-Operation mit Resektion, Cli-
ping der beiden Darmenden und Relaparotomie mit ggf. Nachresektion sowie
Anastomosierung der Darmenden nach 48-72 Stunden (171)

3. Laparotomie mit Resektion des nekrotischen Darmsegments und Anlage ei-
nes Anus praeter (119, 137, 139)

4. Laparotomie mit Resektion des nekrotischen Darmsegments und primarer
Anastomose (67, 132, 163)

Es ist bisher nicht abschlieRend geklart, welche Therapieoption fur die Patienten den
groBeren Vorteil erbringt (119, 132). Moos et al. berichtet tGiber keinen signifikanten
Unterschied bezuglich Uberleben und Outcome zwischen den beiden Therapiegrup-
pen (119).

Es scheint jedoch, dass die Laparotomie der PD Uberlegen ist (16, 28). Auf jeden Fall
hat die PD ihren Stellenwert bei der Behandlung des instabilen Friihgeborenen (28,
46). Bei diesen Patienten kann durch die PD eine klinische Besserung erreicht wer-

den und nach klinischer Stabilisierung eine Laparotomie erfolgen. Bei Frithgebore-



nen mit unter 1000g ist es auf diesem Weg mdglich, die Mortalitat zu senken (30,
46).

Bekannte postoperative Komplikationen sind Sepsis, Kurzdarmsyndrom, Abszesse,
Dehiszenz, Darmstrikturen, Wundinfektionen und Fisteln (15, 28, 80). Davon sind vor
allem Frihgeborene betroffen, die vor der 28. SSW geboren wurden (30). Patienten,
die mit PD behandelt werden, bendtigen aufgrund klinischer Verschlechterung haufig
eine sekundare Laparotomie (16, 28,137). Grundsatzlich gilt es soviel Darm wie
maoglich zu erhalten, um die Gefahr eines Kurzdarmsyndroms verringern (131).
Kommt es durch eine ausgedehnte Resektion zum Kurzdarmsyndrom (140), kann in
Extremfallen eine Darmtransplantation als absolute Ultima ratio in Erwdgung gezo-
gen werden (59, 90). Die Anlage eines Anus praeter ist haufig mit Komplikationen
wie Prolaps, Retraktion, peristomale Hernie, Infektion, Dehiszenz und Fistelbildung
verbunden (32, 65). Spatere neurologische Beeintrachtigungen betreffen bevorzugt
operierte Patienten (138, 153).

1.1.7 Diagnostische und therapeutische Probleme

Die Diagnostik der NEC kann schwierig sein, well typische Zeichen wie Pneumatosis
intestinalis nicht im Frihstadium | auftreten, sondern erst, wenn die Erkrankung be-
reits weiter fortgeschritten ist. Die anfanglichen klinischen Symptome sind unspezi-
fisch. Aufgrund des mdglicherweise fulminanten Verlaufs muss friihzeitig eine Diag-
nose gestellt werden. Deshalb missen weitere diagnostische Kriterien gefunden
werden. Eine frihzeitige Diagnosestellung ist notwendig, damit rechtzeitig adaquat
therapiert werden kann, um somit der erhéhten Morbiditat und Mortalitat der Stadien

Il und besonders Il vorzubeugen.

Die Fragestellung nach einer verbesserten Diagnostik ist seit Jahren Thema vieler
Studien: In Hinblick auf die Inflammation (122) bei der Nekrotisierenden Enterokolitis
ist die Bestimmung der Laborparameter von grof3em Interesse. Dazu gehdren die be-
reits in der Diagnostik der neonatalen Sepsis etablierten Parameter (124, 148), sowie

das grofRe Spektrum an pro- und antiinflammatorischen Zytokinen (43, 76, 111, 122).



1.1.8 Rolle der Zytokine bei der Pathogenese und Di  agnostik der Nekrotisie-
renden Enterokolitis

Zahlreiche pro- und antiinflammatorische Zytokine wurden bereits in Zusammenhang
mit der Nekrotisierenden Enterokolitis beschrieben. Zytokine sind Regulatoren bei
der korpereigenen Reaktion auf Infektion, Entziindung oder Trauma und werden von
beinahe allen zellkernhaltigen Zellen synthetisiert (6). Man unterscheidet pro- und
antiinflammatorische Zytokine. Proinflammatorische Zytokine fordern eine Entzin-
dungsreaktion, wahrend antiinflammatorische Zytokine Entziindungen unterdriicken.
Proinflammatorisch wirken TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-y und GM-
CSF, antiinflammatorisch sind L-4 und IL-10 (38, 111).

Erh6hte TNF-a-Werte fuhren zu Fieber, Angiogenese und Migration von Leukozyten.
Zudem werden reaktiv weitere proinflammatorische Zytokine (wie IL-1B) vermehrt
exprimiert (5). Folgen kénnen Apoptose und Schock sein (169). PAF (= Platelet acti-
vating factor) wirkt synergistisch zu TNF-a und fordert die Aggregation und Degranu-
lation von Thrombozyten und Neutrophilen. Es wirkt chemotaktisch und verstarkt die
Produktion von TNF-a (165). Erhdhte PAF- und TNFa- Werte wurden unter anderem
von Caplan et al. in Gewebeproben und im Blut von Patienten mit NEC gefunden
(24, 118). Fur TNF-a-Antikorper konnte daraufhin eine protektive Eigenschaft nach-
gewiesen werden: experimentell wurde durch die Gabe von TNF-a die Haufigkeit ei-
ner Nekrotisierenden Enterokolitis bei Ratten signifikant verringert (70, 155).
Interleukin 1 besteht aus einer zellassoziierten (IL-1a) und einer sekretorischen
Komponente (IL-13). Durch TNF-a stimuliert fuhrt IL-18 zu Fieber, Gewebszersto-
rung, sowie in einzelnen Fallen zu Schock und Tod (5, 38).

Gemeinsam mit TNF-a und LPS stimuliert es die Synthese von Interleukin 6 und In-
terleukin 8 (26, 103). IL-6 induziert wiederum die Synthese von CRP und LBP (26,
63), aktiviert Lymphozyten und stimuliert die Differenzierung von zytotoxischen T-
Zellen (26, 141). Interleukin 8 wirkt chemotaktisch und fuhrt ebenfalls zur Degranula-
tion neutrophiler Granulozyten (38). Interleukin 6 und 8 steigen bei neonatalen Infek-
tionen friher an als CRP (8, 19, 112). Interleukin 10 induziert als antiinflammatori-

sches Zytokin die Suppression proinflammatorischer Zytokine (37).



Nanthakumar et al. und Sharma et al. konnten erhéhte Werte von IL-6, IL-8 und IL-13
bei Patienten mit NEC beobachten (122, 156). Besonders hohe Werte von IL-6
(416+308 pg/ml) und IL-1B (5094493 pg/ml) wurden bei Patienten mit letalem Aus-
gang gemessen (156). Die verstarkte Expression von IL-6, IL-8 und IL-10 wurde be-
reits in Zusammenhang mit dem Schweregrad der Erkrankung gebracht: Edelson et
al. berichtet in einer Studie Uber signifikant erhéhten Interleukin 8-Werten bei Patien-
ten mit NEC-Stadium Il (43), wahrend Ramagnoli et al. signifikante Erhéhungen von
Interleukin 10 (Median 507pg/ml; range 422-753pg/ml) bei Patienten nachweisen
konnte, die an einer NEC verstorben waren (141). Weitere Studien fanden hdhere
Werte von Interleukin 6 bei verstorbenen Patienten als bei den Uberlebenden (76,
118). Experimentell wurde die Entstehung einer chronischen Enterocolitis bei Inter-

leukin-10-defizienten Mausen nachgewiesen (101).

Eine Erhéhung der Zytokine im Liquor wurde im Rahmen der Entstehung einer peri-
ventrikularen Leukomalazie beobachtet, wobei Interleukin 6, Interleukin 10 und Tu-

mor-Nekrosefaktor-a signifikant erhéht messbar waren (47).

Eine direkte Wirkung auf T-Helferzellen und natirliche Killerzellen (NK) wird Interleu-
kin 12 zugeschrieben (89), welches gemeinsam mit Interleukin 18 die Synthese von
Interferon-y steigert (72, 126). Eine Uberexpression der beiden proinflammatorischen
Zytokine IL-12 und IL-18 wurde ebenfalls bei der NEC beschrieben (72, 73).

Das von IL-12- und IL-18-stimulierten T-Zellen und NK-Zellen produzierte IFN-y wirkt
antiviral, aktiviert Phagozyten und wirkt bei der Interaktion zwischen Leukozyten und
Endothel mit (17). Interferon-y schitzt die Verbindung zwischen den intestinalen Gap
junctions und dadurch die Mucosa vor dem Eindringen von Keimen. Ein Verlust die-
ser Wirkung konnte bei der NEC aufgezeigt werden, bei der die Wiederherstellung
des Darmepithels beeintréachtigt ist (104).

Weitere Untersuchungen ergaben, dass die induzierbare NO-Synthetase (= INOS)
(53, 121) und die Cyclooxygenase 2 (= COX-2) (29) im Gewebe von betroffenen Pa-
tienten signifikant erhoht sind. Zytokine wie IL-1, TNF-a und IL-6 fihren zur Hochre-
gulierung dieser iINOS in der Darmmukosa. Die daraufhin folgende exzessive Anhau-
fung von NO fuhrt zu Zellschadigung und Barriereverlust der Darmwand (52). Die

sonst in physiologischen Werten fur die Zellreparatur wichtige COX-2 wird ebenfalls
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durch Zytokine stimuliert und fuhrt in erhéhter Menge zu Zellschaden (108). Hinge-
gen wurde bei NEC-Patienten eine verminderte Produktion des Epidermial growth
factors (= EGF) beobachtet, was eine erhohte Permeabilitat der Darmmukosa zur

Folge hat (31, 160).
COX-2, INOS, Synthese von@

PAF, EGF, Leukotriene, NO1

Immigration und Aktivierung neutrophiler Granulozyten

@ung, Nekrose, Funktionsverlus>

Abbildung 4: Die Zytokin-induzierte Entztindungskask ade endet mit der Ge-

websnekrose

Uberblick tiber die unter 1.1.9 beschriebenen pathogenetischen Faktoren bei der
Entstehung der Nekrotisierenden Enterokolitis.

Trotz dieser Studien konnte bisher keine fiir die NEC eindeutig spezifische Zytokin-
expression nachgewiesen werden, woraus sich die Fragestellung dieser Arbeit er-
gibt.

1.2 Fragestellung dieser Studie

Die Fragestellung der vorliegenden Studie war, ob es eine NEC-spezifische Zytokin-
expression im Serum betroffener Kindern gibt. Ein NEC-spezifisches Expressions-

muster ware fur ein frihzeitiges Erkennen der Erkrankung und als Verlaufsparameter

11



von grofRem Interesse. Dies wirde eine frihere und adaquatere Behandlung flr die
betroffenen Patienten ermdoglichen, mit dem Ziel, den Patienten risikoadaptiert zu
therapieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten und Material

2.1.1 Studienaufbau

Es handelt sich um eine offene, prospektive und nicht randomisierte Multicenter-
Patientenstudie, welche Frih- und Neugeborene / Sauglinge mit Nekrotisierender
Enterokolitis (NEC), einem Harnwegsinfekt (Kontrollgruppe Inflammation) oder einer
Nabel- / Leistenhernie (Kontrollgruppe gesund) einschliel3t. Sie wurde von der Ethik-

Kommission Tubingen genehmigt (17/2002V).

Die Studiendauer betrug 4 Jahre. Es beteiligten sich insgesamt 6 Zentren:

1.) Universitatsklinik fir Kinderheilkunde und Jugendmedizin Tubingen, Lehrstuhl

und Abteilung fur Kinderchirurgie, Arztlicher Direktor: Prof. Dr. med. Jorg Fuchs

2.) Universitatsklinik fur Kinderheilkunde und Jugendmedizin Tubingen, Lehrstuhl

und Abteilung fur Neonatologie, Arztlicher Direktor: Prof. Dr. med. Christian Poets
3.) Universitatsklinik fur Kinderheilkunde und Jugendmedizin Tibingen, Abteilung fur
Kinderkardiologie und padiatrische Intensivmedizin, Arztlicher Direktor: Prof. Dr. M.

Hofbeck

4.) Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Kliniken Stdwest Boblingen , Chefarzt:
Prof. Dr. M. Teufel

5.) Kreiskliniken Reutlingen, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin, Arztlicher Direktor:
Prof. Dr. med. F.K. Trefz

6.) Oberschwabenkliniken Ravensburg, Kinderklinik St. Nikolaus, Arztlicher Direktor:
PD Dr. med. A. Artlich, PhD

Die Laboranalysen zur Zytokinbestimmung erfolgten in Kooperation mit Dr. med.
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Joachim Riethmuller, Abteilung I, Universitatsklinik fir Kinderheilkunde und Jugend-

medizin, Universitatsklinikum Tubingen.

2.1.2 Patientengruppen

Eingeschlossen wurden Neugeborene und Sauglinge im Alter von 0-3 Monaten.
Es wurden drei Gruppen gebildet, deren Daten und Laborwerte miteinander vergli-
chen werden sollten. Ziel war eine Gruppengrof3e von 20 Patienten, wobei das Ge-

schlecht fur die Studienzugehérigkeit keine Rolle spielte.

A Einschlusskriterien

Gruppe | diente als Kontrollgruppe und umfasste gesunde Neugeborene und Saug-
linge, die an einer Nabel- oder Leistenhernie operiert wurden. Sie sollten kreislauf-
stabil und korperlich gesund sein, sowie eine unauffallige Hamoglobin-Konzentration
im Blut aufweisen (Hb > 8g/dl). Eine Blutentnahme zu rein wissenschaftlichen Zwe-
cken bei vollstandig gesunden, nicht-hospitalisierten Neugeborenen war ethisch nicht

ZU vertreten.

Gruppe Il umfasste Neugeborene und Sauglinge mit Nekrotisierender Enterokolitis,

die nach den Bell'schen Kriterien klassifiziert wurde (siehe Tabelle 1).

Gruppe llIl bildeten Neugeborene und Sauglinge, die an einem gesicherten Harn-
wegsinfekt oder einer Urosepsis erkrankt waren und diente als Kontrollgruppe fur
Kinder mit einer anderen entzindlichen Erkrankung. Es gestaltete sich schwierig ei-
ne adaquate Kontrollgruppe zu finden. Patienten mit einem Harnwegsinfekt schienen
jedoch am besten geeignet, da Harnwegsinfektionen im fiir diese Studie gewinsch-
ten Altersbereich relativ haufig auftreten (117). Diese Gruppe wurde etabliert, damit

auf eine NEC-spezifische Zytokinexpression untersucht werden konnte.

B Ausschlusskriterien:

Kinder mit einem Alter von = 4 Monaten wurden generell ausgeschlossen. Patienten
konnten jewelils nur in eine Gruppe eingeschlossen werden.

Aus den Gruppen | und Il wurden Patienten mit einem Hb < 8 g/dl oder einer kon-

sumierenden Grunderkrankung (HIV-Infektionen, Hepatitis-Infektionen, akute Virusin-
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fektionen, maligne Lymphome, maligne Erkrankungen des hamatopoetischen Sys-
tems, maligne Erkrankungen anderer Organsysteme, Polytrauma oder lebensbe-
drohliche Traumafolgen und andere groRBe Operationen (z.B. Osophagusatresie))

ausgeschlossen.

2.1.3 Studienablauf

Bei Aufnahme in die Studie wurden die Patienten einmalig klinisch untersucht.

Die zur Studie notwendige vendse Blutentnahme umfasste eine Menge von 2ml pro
Entnahme. Die Blutenthnahme erfolgte im Rahmen einer Routineblutentnahme.

Zu Beginn der Studie waren fur Patienten der Gruppe Il drei Blutentnahmen vorge-
sehen. Die erste erfolgte zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, die zweite und dritte
jeweils im Abstand von 4 Wochen. Somit betragt die Gesamtmenge fur die Kontroll-
gruppen (1 und 1l1) 2ml und in der Referenzgruppe (NEC) 6ml Blut.

Gruppe | erhielt keine weiterfihrende Diagnostik.

An NEC erkrankte Patienten (Gruppe Il) erhielten hingegen zusatzlich eine Abdome-
nibersichtsaufnahme und ggf. eine Sonographie.

Bei Patienten der Gruppe lll wurde der Urin-Status erhoben und eine Sonographie
durchgefuhrt.

2.1.4  Untersuchungsmaterial

Das Probenmaterial wurde fiir den Zeitraum der Analysen in einem verschlossenen
Gefrierschrank bei -20C gelagert. Die Proben wurde n verblindet und nach der Ana-

lyse fachgerecht vernichtet. Es wurde keine Blutbank angelegt.
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2.2 Methoden

2.2.1  Hintergrundwissen Laborparameter

C-reaktives Protein (CRP): CRP ist ein Akut-Phase-Protein, welches als Antwort
des Korpers auf bakterielle Infektionen oder Gewebeschaden in der Leber gebildet
wird (159). Es bindet an Oberflachen von Bakterien, wodurch die Komplementanla-
gerung begunstigt und die Phagozytose erleichtert wird (6). CRP wird als Indikator
fur eine Infektion oder Entztiindung bei Kindern und Erwachsenen, (161). Die Syn-
these von CRP wird durch Zytokine — wie TNFa, Interleukin-1 und vor allem Interleu-
kin-6 — induziert (26, 136). Die maximale Serum-Konzentration ist erst nach 12-24
Stunden erreicht. Die Halbwertszeit betragt 21 Stunden (44).

Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP): LBP ist ebenfalls ein Akut-Phase-
Protein, welches von Hepatozyten (63) und Zellen der Darmmukosa (174) gebildet
wird. Es hat eine hohe Affinitdt zu dem von gram-negativen Bakterien stammenden
Lipopolysaccharid (LPS) und bildet mit ihm einen Komplex, der von CD14+-
Phagozyten gebunden wird (128). Hierdurch wird die Entzindungskaskade in Gang
gesetzt. Es wird angenommen, dass IL-6 die LBP-Produktion in der Leber induziert
und wiederum selbst durch LBP verstarkt synthetisiert wird (63). Maximale Plasma-

konzentrationen werden 6-12 Stunden Infektionsbeginn beobachtet (129).

Zytokine: Zytokine sind kleine, strukturlose Proteine mit einem Molekulargewicht von
8 bis 40.000 Dalton. Ihre Synthese findet in nahezu allen zellkernhaltigen Zellen statt.
Sie sind Regulatoren bei der korpereigenen Reaktion auf Infektion, Entztindung oder
Trauma. lhre Wirkung ist pleiotrop. Uber Oberflachenrezeptoren wirken sie entweder
zurtick auf ihre Entstehungszelle (autokrin) oder auf Nachbarzellen (parakrin) (6). Zy-
tokine kdnnen pro- oder antiinflammatorisch sein. Zu den proinflammatorischen Zy-
tokinen gehdren TNF-qa, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 und IFN-y; IL-4 und IL-10

gehoren zur Gruppe der antiinflammatorischen Zytokine (38, 111).

* Interleukin 1 B: IL-1 wird von Makrophagen und anderen antigen-
prasentierenden Zellen gebildet. Es besteht aus zwei Komponenten: IL-1la
(zellassoziiert) und IL-1B (sekretorisch). Durch TNF-a stimuliert, férdert 1L-13
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die Entzindungsreaktion (5) und fuhrt auf diesem Weg zu Fieber, Gewebs-

zerstoérung, sowie in einzelnen Fallen zu Schock und Tod (38).

Interleukin 2: Das von T-Helferzellen gebildete IL-2 ist wichtig fur deren eige-
ne Proliferation, als auch fur die Produktion von IL-4, IL-5, IL-6 , und IL-13, die
bei der Aktivierung und Differenzierung von B-Lymphozyten von Bedeutung
sind (6).

Interleukin 4 : IL-4 wird von T2-Helferzellen produziert, stimuliert deren
Wachstum und unterstitzt auf diesem Wege die B-Zelllaktivierung und Im-
munglobulinbildung (6, 84). Weitere Aufgaben dieses Interleukins sind Hem-
mung der Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und TNF-a (98),

sowie der Proliferation hdmatopoetischer Knochenmarksstammzellen (99).

Interleukin 6 : Die Synthese von IL-6 wird durch andere Zytokine — wie TNF-a
und IL-1 — und LPS stimuliert. Es wird von Endothelzellen, T-Helferzellen und
Makrophagen gebildet. IL-6 induziert die Synthese von CRP und LBP (26, 36),
aktiviert Lymphozyten und stimuliert die Differenzierung von zytotoxischen T-
Zellen (26, 141).

Interleukin 8: IL-8 ist ein ,Chemokin®“. Gebildet wird dieses Interleukin von
Fibroblasten, Monozyten und Endothelzellen (91). Seine Synthese wird von
LPS, TNF-a und IL-1 induziert (103). Die durch die Sekretion von IL-8 beding-
te Aktivierung und Degranulation neutrophiler Granulozyten fiihrt zu Gewebe-
schadigung (38). Gemeinsam mit IL-6 steigt es im Rahmen einer neonatalen
Infektion nach 2-3 Stunden an und erreicht bereits nach 4-6 Stunden wieder
normale Werte (8, 19, 112).

Interleukin 10: IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin. Es wird von Mono-
zyten, B-Zellen und T-Helferzellen nach Stimulation durch Endotoxine und die
Zytokinkaskade produziert. IL-10 induziert die Suppression proinflammatori-
scher Zytokine (37).
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Interleukin 12: 1L-12 wird von B-Lymphozyten und Makrophagen sezerniert.
Ihm wird eine direkte Wirkung auf T-Helferzellen und natirliche Killerzellen
(NK) zugeschrieben (89). Gemeinsam mit Interleukin-18 steigert es die Syn-
these von Interferon-y (72, 126). Wie bei anderen proinflammatorische Zytoki-

nen folgt dieser Kaskade auch hier die Schadigung von Gewebe (72).

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF- «a): TNF-a wird von Makrophagen, Lym-
phozyten und Monozyten gebildet und I6st Fieber, Angiogenese, Migration
von Leukozyten und die Akut-Phase-Reaktion mit Erhéhung weiterer Zytokine
(wie IL-1B) aus (5). Er wurde unter anderem mit Apoptose und Schock in Zu-

sammenhang gebracht (169).

Interferon-gamma (IFN- y): IFN-y ist ein spezies-spezifisches Glykoprotein,
das die Virusausbreitung hemmt (6). Dieses Interferon wird von IL-12- und IL-
18-stimulierten T-Zellen und NK-Zellen produziert (126). Aul3er seiner antivira-
len Wirkung, besitzt IFN-y noch weitere immunregulatorische Eigenschaften.
Hierzu gehoéren Aktivierung von Phagozyten, Stimulation der Antigenprasenta-
tion, Auswirkungen auf Proliferation und Apoptose sowie Mitwirkung bei der
Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel (17).

Granulozyten- und Makrophagen-Kolonien stimulierend er Faktor (GM-
CSF): Die Produktion von GM-CSF wird durch IL-1, TNF-a und LPS stimuliert.
Zu den GM-CSF-synthetisierenden Zellen gehodren T-Lymphozyten,
Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten (20, 75). Seine Funktion be-
steht darin, Uberleben, Aktivitat und Proliferation von Zellen zu steigern (20,
176). Des Weiteren fluhrt es zur gesteigerten Expression von TNF-a, IL-6, IL-1,
IL-12 und IL-23, wodurch es seinen proinflammatorischen Charakter erhalt
(51).
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Laborparameter |Assoziierte Erkrankung Literatur
CRP Bakterielle Infektion 44, 86
LBP Bakterielle Infektion, Frihgeborenensepsis |8, 129, 154
Interleukin 1 B | Frihgeborenensepsis, Colitis ulcerosa, 135,152
M. Crohn
Interleukin 2 M. Crohn, Colitis ulcerosa, Psoriasis 86, 88, 152
Interleukin 4 Entzindliche Darmerkrankungen 151
Interleukin 6 Frihgeborenensepsis, Colitis ulcerosa 76, 135, 141
Interleukin 8 Frihgeborenensepsis 35, 148
Interleukin 10 Frihgeborenensepsis, Colitis ulcerosa 102, 116, 141
Interleukin 12 -
IFN-y Entziundliche Darmerkrankungen 14, 104
TNF-a Frihgeborenensepsis, Colitis ulcerosa, 127, 135
Morbus Crohn
GM-CSF Arthritis, Neutropenie-Therapie, 36, 75
Glomerulonephritis, bakterielle Entziindung
Tabelle 2. Laborparameter und Beispiele fur bereits bekannte assoziierte

Erkrankungen
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2.2.2 Messgerat und Reagenzien

Die quantitative Bestimmung von LBP im Serum wurde mittels einer ELISA-Technik
mit dem Immunassay-Analyzer Immulite der Firma DPC Biermann GmbH, Bad Nau-
heim, Deutschland durchgefuhrt. Das Immulite-System beruht auf der Chemilumi-
neszenzreaktion, auf die unter 2.2.3 weiter eingegangen wird. Die Reagenzien
stammten ebenfalls von der Firma DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutsch-
land.

Die Messung der Zytokine erfolgte mit dem Bio-Plex Immunassay der Firma Bio-Rad,
Hercules, Kalifornien, USA. Das Bio-Plex-System basiert auf einem weiterentwickel-
ten ELISA-Testverfahren.

CRP wurde routinemal3ig mit dem Gerat Turbitimer der Firma Dade Behring GmbH,
Marburg, Deutschland bestimmt; die Leukozytenanzahl mit dem ADVIA-120 von

Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Eschborn, Deutschland.

2.2.3  Probenmaterial zur LBP-Bestimmung

Zur Messung von LBP wurde bendtigt:
e 10l Serum
e 1000ul LBP-Verduinnungspuffer

2.2.4  LBP-Bestimmung mittels Chemilumineszenzreakti  on

Das Probenmaterial wurde im Verhaltnis 1:50 mit einem fertigen Verdinnungspuffer
gemischt und in die Probenréhrchen pipettiert. Diese Probenréhrchen wurden vor je-
weils einen Probentrager gesetzt, welcher eine mit Antikdrpern beschichtete Polysty-
rolkugel enthielt. Zuerst wurde das Reagenz (alkalische Phosphatase markiert) zu
der verdiunnten Probe dazu pipettiert. Im Inkubationskarussell erfolgte eine 30-
minutige Inkubation bei 37<C. Dabei wurde das Reage nz durch eine Immunreaktion
an der Polystyrolkugel gebunden. Daraufhin wurden gebundene und freie Bestand-
teile durch Drehung der Réhrchen um die eigene Hochachse in der Waschstation
voneinander getrennt. Das Dioxetan-Substrat Adamantyldioxetanphenylphosphat
(ADPP) wurde nun in die Probenrdhrchen hinzugegeben und die Probentrager an-

schlieend in das Luminometer beftérdert. Durch enzymkatalysierte Hydrolyse wan-
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delte das auf der Kugel gebundenem Konjugat das ADPP? in das instabile Zwi-
schenprodukt Adamantyldioxetanphenyl-Anion (ADP") um. Der Zerfall des ADP" 16st
eine Photonenemission aus. Das entstandene Lichtsignal wurde mithilfe des Photo-
multipliers gemessen. Dieses Signal war direkt proportional zur Menge des gebun-
denen Enzymkonjugates bzw. zur Menge an LBP. Das Ergebnis wurde anschlieRend
auf eine Verdinnung von 1:100 umgerechnet. Fur die LBP-Bestimmung wurde ein
Cut-off von 15 pg/ml angenommen. Das bedeutet, dass nur Werte oberhalb dieser

Messgrenze als signifikante Erh6hung gewertet wurden.

2.2.5 Probenmaterial zur Zytokin-Bestimmung

Zur Messung der Zytokine wurde benétigt:
e 12,5 pl Serum
* 50 pl Verdinnungspuffer

2.2.6  Zytokin-Bestimmung

Bei der Analyse mit Hilfe des BioPlex-Systems schwimmt die feste Phase in Form
von Kugelchen in der flissigen Phase. Es ist dadurch mdglich, mehrere Zytokine
gleichzeitig zu bestimmen (34).

Das Serum wurde im Verhaltnis 1:4 verdinnt. Von der verdinnten Lésung wurden
50ul auf eine Filterplatte pipettiert. Die anschliessende Inkubation erfolgte bei Zim-
mertemperatur fur eine Stunde. Dabei wurden die entsprechenden Antikdrper ge-
bunden. Anschlie3end erfolgte der erste Waschschritt. Bei der zweiten Inkubation flr
eine weitere Stunde wurde der hinzugegebene biotinisierte Detektionsantikorper an
das fur ihn spezifische Epitop desselben Zytokins gebunden. Es folgte der zweite
Waschschritt. Danach wurde der Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin hinzu pipettiert,
welcher bei der dritten Inkubation (10min) an den biotinisierten Antikorper band
(=Sandwich-Assay). Daraufhin erfolgte der dritte Waschschritt. Der gebundene grine

Fluoreszenzfarbstoff konnte schlie3lich gemessen werden.

2.2.7  Statistische Auswertung

Die Studiendaten wurden tabellarisch mit dem Computerprogramm Microsoft Excel

(Firma Microsoft, Minchen, Deutschland) erfasst.
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Die statistischen Auswertungen wurden unter Verwendung des Softwarepakets JMP,
Version 7.0.1 (SAS Institute, Cary, NC, USA) durchgefihrt.

Bei den untersuchten pro- und antiinflammatorischen Zytokinen wurde von nicht nor-

malverteilten Daten ausgegangen.

FUr den statistischen Vergleich von drei unabhéngigen Gruppen wurde der nicht-
parametrische Kruskal-Wallis-Test verwendet, fir den Vergleich von zwei unabhén-
gigen Gruppen der Mann-Whitney-Wilcoxon U-Test (11). Fur annahernd normalver-
teilte, zum Beispiel klinische Daten wurde eine Varianzanalyse, gegebenfalls mit
nachfolgenden multiplen Vergleichen nach Tukey-Kramer durchgefiihrt. Nach globa-
ler Testung aller drei Gruppen auf das Vorliegen statistisch signifikanter Unterschie-
de wurden bei signifikantem Testergebnis nach dem Abschlussprinzip (102) die ein-

zelnen drei Gruppen multipel miteinander verglichen.

Fur alle Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von a = 0,05 vorausgesetzt.

Ergebnisse wurden als signifikant gewertet, wenn der p-Wert < a war.

Die Ergebnisse der klinischen Daten konnten als Mittelwerte mit Standardabwei-

chung angegeben und als Saulendiagramme dargestellt werden.

Die Ergebnisse der Laborparameter wurden aufgrund verzerrter Mittelwerte durch ei-
ne teils sehr grol3e Streuung als Mediane (25%-Quantil - 75%-Quantil = Interquarti-
labstand) angegeben. Sie wurden mit Hilfe von Box-and-Whisker-Plots graphisch
dargestellt: Die durch den Kasten (,Box") vorgegebenen Grenzen entsprechen der
25%- und 75%-Perzentile. Dieser beinhaltet somit 50% aller Werte. Der Strich im
Kasten entspricht dem Median (50%-Perzentil). Durch die sog. "Whiskers" werden
die 10%- und die 90%-Perzentilen angegeben. Ausreil3er aul3erhalb der "Whiskers"
werden durch kleine Kreuze dargestellt.

Die Skalierung wurde im Einzelfall logarithmisiert (log 10), um eine bessere Darstel-

lung zu gewahrleisten.

War eine Darstellung der Laborparameter der gesunden Kontrollgruppe wegen sehr

niedriger Werte nicht méglich, wurde auf deren graphische Darstellung verzichtet.
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Einzelne Laborparameter konnten wegen mangelnder Expression nicht dargestellt

werden.

War die statistische Signifikanz aus einem Schaubild nicht ersichtlich, da es sich um
Box-and-Whisker-Plots handelt, wurden zum Verstandnis Tabellen mit statistischen

Daten hinzugefigt.

Die p-Werte wurden in den Darstellungen mit * (Vergleich Gruppe | vs. Gruppe IIl), +
(Vergleich Gruppe | vs. Gruppe Il) und # (Vergleich Gruppe Il vs. Gruppe III) mar-
kiert.

Die Beschriftung mit I, Il und Il entspricht den bereits beschriebenen Patientengrup-
pen: | = gesunde Kontrollgruppe/ Il = NEC/ 1ll = Harnwegsinfektion (Vergleichsgruppe

Inflammation).

Fur die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde das Programm MicroCal Origin

Version 7G (Firma OriginLab Corporation, Northhampton, MA, USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Patienten

61 Patienten erfillten die Einschlusskriterien. 3 Patienten mussten wegen fehlenden
Laborwerten sekundar ausgeschlossen werden. Wegen mangelnder Compliance und
Verlust der Patienten aus der Betreuung konnte bei einigen Neugeborenen keine
zweite oder dritte Verlaufslaborkontrolle abgenommen werden.

Somit wurden Daten von insgesamt 58 Patienten ausgewertet. Die Patienten wur-

den, wie unter 2.1.2 dargestellt, in drei Gruppen eingeteilt.

3.1.1 Zentren

Die Gruppenzuordnung der einzelnen Patienten ist in Tabelle 3 dargestellt. Patienten

wurden nur in Tubingen und Ravensburg rekrutiert.

Zentrum Gruppe | Gruppe Gruppe
TlUbingen 10 16 1
Ravensburg 23 0 8
Tabelle 3:  Ubersicht Patientenverteilung nach Grupp  en und Zentren

3.1.2 Gruppenzusammensetzung

Gruppe I:

In Gruppe | wurden 33 Patienten eingeschlossen. Die mittlere Gestationsdauer be-
trug 37 SSW (z 3), das mittlere Geburtsgewicht 2783g (+ 720). Der Entbindungsmo-
dus war bei 15 Patienten vaginal und bei 16 operativ (= Sectio cesarea) (Entbin-
dungsmodus bei 2 Patienten nicht dokumentiert). Das mittlere Gewicht bei Studien-
aufnahme betrug 4075¢g (= 1006), die mittlere Grof3e lag bei 54cm (x 5).
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Gruppe Il

In Gruppe Il wurden 16 Kinder mit NEC eingeschlossen. In dieser Gruppe betrug die
mittlere Gestationsdauer 32 SSW (z 4). 3 Patienten wurden vaginal und 13 per Sec-
tio cesarea geboren. Das mittlere Geburtsgewicht lag bei 1708g (+ 675). Bei Stu-
dienaufnahme betrug das mittlere Gewicht 19229 (x 643), die mittlere Grol3e betrug
43cm (£ 5).

Gruppe lllI:
In Gruppe Il wurden 9 Patienten mit HWI eingeschlossen. Die mittlere Gestations-
dauer betrug 40 SSW (x 1). 7 Patienten wurden vaginal und 2 per Secto cesarea ge-

boren. Das mittlere Geburtsgewicht lag bei 3585¢g (+ 473). Bei Studienaufnahme be-
trug das mittlere Gewicht 4333g (+ 806) und die mittlere Grol3e 56cm (£ 2).
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3.2 Klinische Daten

3.2.1  Entbindungsmodus

Insgesamt wurden 25 Patienten vaginal und 31 Patienten operativ mittels Sectio ce-
sarea geboren. (Entbindungsmodus bei 2 Patienten nicht dokumentiert).

Fischers exakter Test konnte beim Vergleich der einzelnen Gruppen keine signifikan-
ten Unterschiede finden. Die Patientenanzahl ist hierfir innerhalb der Gruppen zu ei-
nem Vergleich der beiden Entbindungsmodi zu klein.

Ein Unterschied bei Gruppe Il ist trotzdem augenscheinlich. Es wurden nicht signifi-

kant, aber im Verhéltnis deutlich mehr NEC-Patienten per Sectio cesarea entbunden
als in den anderen Gruppen.

[—vaginal
[ operativ

16
14 4
124

10

Patientenanzahl

Abbildung 5: Entbindungsmodus der drei Gruppen im V ergleich
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3.2.2 Geburtsgewicht und Gestationsalter

Das durchschnittliche Geburtsgewicht betrug in Gruppe | 2783g (x720), in Gruppe |
1708g (x675)und in Gruppe Il 35859 (+473).

Beim Vergleich aller drei Gruppen bestand ein signifikanter Unterschied (p<0,0001).
Gruppe Il wies ein signifikant héheres durchschnittliches Geburtsgewicht als Gruppe
| auf (p=0,0031).

Das durchschnittliche Geburtsgewicht war in Gruppe Il (NEC) signifikant niedriger als
in Gruppe | (p<0,0001).

Im Vergleich zu Gruppe Il hatten Patienten der Gruppe Il ein signifikant niedrigeres
Geburtsgewicht (p<0,0001).
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Abbildung 6: Geburtsgewicht (g) der drei Gruppen im Vergleich (*p<0,0031:
Gruppe 11l vs. Gruppe I, +p<0,0001: Gruppe Il vs. G ruppe I,
#p<0,0001: Gruppe Il vs. Gruppe llI)
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Das durchschnittliche Gestationsalter betrug in Gruppe | 37 SSW (x3), in Gruppe |l
32 SSW (#4) und in Gruppe 11l 40 SSW (£1).

Beim Vergleich aller drei Gruppen miteinander bestand ein signifikanter Unterschied
fur das Gestationsalter (p<0,0001).

Gruppe Il wies ein signifikant hoheres mittleres Gestationsalter als Gruppe |
(p=0,0002) auf.

Das mittlere Gestationsalter war in Gruppe Il (NEC) signifikant niedriger als in Grup-
pe | (p<0,0001) und Gruppe Il (p<0,0001).
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Abbildung 7. Gestationsalter (SSW) der drei Gruppen im Vergleich (*p=0,0002:
Gruppe Il vs. Gruppe I, +p<0,0001: Gruppe Il vs. G ruppe I,
#p<0,0001: Gruppe Il vs. | Gruppe II)
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3.2.3  Studiengewicht und Studiengrofle

Das durchschnittliche Studiengewicht betrug in Gruppe |1 4075g (x1006), in Gruppe |l
19229 (x643) und in Gruppe IIl 4333g (x806).

Verglich man alle drei Gruppen miteinander, so ergab sich ein signifikanter Unter-
schied bezuglich des Studiengewichts (p<0,0001).

Zwischen dem Studiengewicht von Gruppe Il und Gruppe | bestand kein signifikan-
ter Unterschied (p=0,4824).

Das mittlere Studiengewicht war in Gruppe Il (NEC) signifikant niedriger als in Grup-
pe | (p<0,0001) und Gruppe Il (p<0,0001).
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Abbildung 8: Studiengewicht (g) der drei Gruppen im Vergleich (+p<0,0001:
Gruppe Il vs. Gruppe |, #p<0,0001: Gruppe Il vs. Gr uppe III)
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Die durchschnittliche StudiengrofRe betrug in Gruppe | 54cm (£5), in Gruppe Il 43cm
(£5) und in Gruppe 11l 56cm (£2).

Es zeigte sich insgesamt ein signifikanter Unterschied beim Vergleich der Studingro-
3e der drei Gruppen (p<0,0001).

Gruppe Il wies eine signifikant hohere StudiengroRe auf als Gruppe | (p=0,0263).
Die mittlere Studiengrof3e war in Gruppe Il (NEC) signifikant niedriger als in Gruppe |
(p<0,0001) und Gruppe Il (p<0,0001).
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Abbildung 9: Studiengré3e (cm) der drei Gruppen im Vergleich (*p<0,0263:
Gruppe Il vs. Gruppe I, +p<0,0001: Gruppe Il vs. G ruppe I,
#p<0,0001: Gruppe Il vs. Gruppe llI)

3.2.4 Diagnostik und Therapie

Die operative Behandlung bestand in einer Darmsegmentresektion mit Anlage eines
Anus praeter und sekundarer Anastomose nach ausreichender Gewichtszunahme
(ab mindestens 3000g) und klinischer Stabilisierung. Von den 16 NEC-Patienten
wurden 11 Patienten konservativ behandelt und 5 Patienten operativ versorgt.
Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der Bildgebung sowie die erfolgte Therapie bei den
NEC-Patienten.
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Sonographie Abdomenibersicht Therapie
Luft in Pfortader Pneumatosis intestinalis konservativ
Luft in Pfortader keine Daten konservativ
Darmschlingen mit mittlerer Weite stark dilatierte konservativ
und verminderter Peristaltik Darmschlingen
Luft in Pfortader, dilatierte Darmschlingen, konservativ
Gallenblasenwandddem Pneumatosis intestinalis
Luft in Pfortader und Leber, Pneumatosis intestinalis konservativ
Aszites
Luft in Pfortader dilatierte Dunndarmschlingen mit | konservativ
Wandverdickung,
Pneumatosis intestinalis
stark obliterierte Darmschlingen | geblahter Dinndarm und enges konservativ
mit deutlich verdickter Darmwand Kolon
keine freie Luft keine Daten konservativ
keine Daten geblahte Darmschlingen, Pneu- konservativ
matosis intestinalis
Luft in Pfortader keine Daten konservativ
wandverdickte, keine Daten konservativ
paralytische Darmschlingen
keine Daten keine Daten operativ
freie Flussigkeit keine Daten operativ
Luft in Pfortader, Freie Luft im Abdomen, operativ
Pneumatosis intestinalis dilatierte Darmschlingen
geweitete Darmschlingen, Dilatierte Darmschlingen,
Pendelperistaltik kleine Luftansammlungen im P
rechten Unterbauch
Aszites, Luft in Pfortader, geblahter Darm operativ

eingeschréankte Darmperistaltik

Tabelle 4:

NEC-Patienten - Diagnostik und Therapie
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3.3 Laborparameter der verschiedenen Patientengrupp  en

3.3.1 C-reaktives Protein (CRP)

Zwischen den drei Gruppen bestand ein signifikanter Unterschied fur das CRP
(p<0,0001).

Fur Gruppe Il ergab sich mit 9,4 mg/dl (Interquartilsabstand: 5,5-18,86 mg/dl) eine
signifikante Erh6hung des CRP gegenuber Gruppe | mit 0,5 mg/dl (Interquartils-
abstand: 0,13-0,5 mg/dl) (p<0,0001).

Im Vergleich zu Gruppe | bestand fur Gruppe Il mit 3,6 mg/dl (Interquartilsabstand:
1,3-9,1 mg/dl) eine signifikante Erhéhung des CRP (p=0,0002).

Bei der Expression von CRP bestand jedoch kein signifikanter Unterschied

zwischen Gruppe Il und Gruppe Il (p=0,051).
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Abbildung 10: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des CRP (mg/dl) der drei
Gruppen (*p<0,0001: Gruppe Il vs. Gruppe I, +p=0,0 002: Gruppe
II'vs. Gruppe I)
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3.3.2 Leukozytenzahl

Es bestand ein signifikanter Unterschied fir die Leukozytenzahl (p < 0,0001) beim
Vergleich aller drei Gruppen.

Fur Gruppe 1l ergab sich mit 18400/ul (Interquartilsabstand: 12250-21010/pl) eine
signifikante Erh6hung der Leukozyten gegenuber Gruppe | mit 210000/ul (Interquartil-
sabstand: 8325-11750/ul) (p=0,0013).

Im Vergleich zu Gruppe Il mit 8000/ul (Interquartilsabstand: 4500-10550/pl) bestand
fur Gruppe | eine signifikante Erh6hung der Leukozytenzahl (p=0,038).

Die Anzahl der Leukozyten/ul war fir Gruppe Il signifikant gegentber Gruppe Il er-
hoht (p=0,0014).
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Abbildung 11: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung der Leukozytenzahl/ul der
drei Gruppen (*p=0,0013: Gruppe lll vs. Gruppe |, + p=0,038:
Gruppe Il vs. Gruppe |, #p=0,0014: Gruppe Il vs. Gr uppe III)
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3.3.3 Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP)

Zwischen den drei Gruppen bestand ein signifikanter Unterschied fiur LBP
(p<0,0001).

Fur Gruppe lll ergab sich mit 73,5 pug/ml (Interquartilsabstand: 61,5-138ug/ml) eine
signifikante Erhéhung des LBP gegentber Gruppe | mit 7,2 pug/ml (Interquartils-
abstand: 5,3-12,15 pg/ml) (p<0,0001).

Im Vergleich zu Gruppe | bestand fur Gruppe Il mit 46,6 pg/ml (Interquartilsabstand:
17,15-99,52 ug/ml) eine signifikante Erhéhung des LBP (p=0,0002).

Bei der Expression von LBP bestand jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen

Gruppe Il und Gruppe Il (p=0,15).
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Abbildung 12: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des LBP (ug/ml) der drei
Gruppen (*p<0,0001: Gruppe Il vs. Gruppe |, +p=0,0 002: Gruppe
Il vs. Gruppe 1)
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3.3.4 Die Zytokine im Vergleich
3.3.4.1 Interleukin 113

Zwischen allen drei Gruppen bestand ein signifikanter Unterschied fur Interleukin 113
(p=0,0003).

Zwischen Gruppe 11l mit 0 pg/ml (Interquartilsabstand: 0-0,765 pg/ml) und Gruppe |
mit O pg/ml (Interquartilsabstand: 0-0,005 pg/ml) ergab sich kein signifikanter Unter-
schied (p=0,45).

Im Vergleich zu Gruppe | bestand fur Gruppe Il mit 0,67 pg/ml (Interquartilsabstand:
0,1-6,4 pg/ml) eine signifikante Erhéhung des IL-113 (p<0,0001).

Bei der Expression von IL-113 wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe

[l und Gruppe Il gefunden (p=0,065).
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Abbildung 13: Logarithmische Darstellung mittels Bo x-and-Whisker-Plot des
Interleukin 113 (pg/ml) der drei Gruppen (+p<0,0001:  Gruppe Il vs.
Gruppe 1)
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3.3.4.2 Interleukin 2

Zwischen den drei Gruppen bestand ein signifikanter Unterschied fur Interleukin 2
(p<0,0001).

Fur Gruppe 1l ergab sich mit 0 pg/ml (Interquartilsabstand: 0-13,58 pg/ml) eine signi-
fikante Erhohung des IL-2 gegeniber Gruppe I, bei der dieses Interleukin nicht
exprimiert wurde (p=0,007).

Im Vergleich zu Gruppe | bestand fur Gruppe Il mit 2,2 pg/ml (Interquartilsabstand: O-
19,74 pg/ml) eine signifikante Erhéhung des IL-2 (p<0,0001).

Bei der Expression von IL-2 wurde jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen

Gruppe Il und Gruppe 1l gefunden (p=0,334).
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Abbildung 14: Logarithmische Darstellung mittels Bo x-and-Whisker-Plot des
Interleukin 2 (pg/ml) von Gruppe Il und Il (*p=0, 007: Gruppe llI
vs. Gruppe |, +p<0,0001: Gruppe Il vs. Gruppe )  (wegen zu gerin-
ger Werte musste auf eine Darstellung von Gruppe | verzichtet wer-
den)
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3.3.4.3 Interleukin 4

Beim Vergleich aller drei Gruppen miteinander bestand ein signifikanter Unterschied
fur Interleukin 4 (p<0,0001).

Im Vergleich zu Gruppe | ergab sich fur Gruppe Il mit 26,79 pg/ml (Interquartils-
abstand: 0-62,21 pg/ml) eine signifikante Erhéhung des IL-4 (p<0,0001).

Zwischen Gruppe lll (zweimalige Expression, Werte: 263,53 pg/ml und 10,35 pg/ml)
und Gruppe | (zweimalige Expression, Werte: 0,92 pg/ml und 14,06 pg/ml) bestand
kein signifikanter Unterschied (p=0,14) fir Interleukin 4. Ebenso ergab sich kein sig-

nifikanter Unterschied zwischen Gruppe Il und Gruppe Il (p=0,063).
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Abbildung 15: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des Interleukin 4 (pg/ml)
bei den Gruppen Il und Il (+p<0,0001: Gruppe Il vs . Gruppe I)
(wegen zu geringer Werte musste auf eine Darstellung von Gruppe |

verzichtet werden)
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3.3.4.4 |Interleukin 6

Zwischen den drei Gruppen bestand ein signifikanter Unterschied fur Interleukin 6
(p<0,0001).

Fur Gruppe lll ergab sich mit 106,07 pg/ml (Interquartilsabstand: 73,35-358,09 pg/ml)
eine signifikante Erhéhung des IL-6 gegentber Gruppe | mit 22,37 pg/ml (Interquar-
tilsabstand: 5,52-29,74 pg/ml) (p<0,0001).

Im Vergleich zu Gruppe | bestand fur Gruppe Il mit 861,8 pg/ml (Interquartilsabstand:
150,17-2418,53 pg/ml) eine signifikante Erh6hung des IL-6 (p<0,0001).

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1l und Gruppe i
(p=0,152).
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Abbildung 16: Logarithmische Darstellung mittels Bo x-and-Whisker-Plot des
Interleukin 6 (pg/ml) der drei Gruppen (*p=0,0001:  Gruppe Il vs.
Gruppe I, +p<0,0001: Gruppe Il vs. Gruppe )
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3.3.4.5 Interleukin 8

Im Vergleich aller drei Gruppen fiel ein signifikanter Unterschied fir Interleukin 8
(p<0,0001) auf.

Zwischen Gruppe Il mit 4,56 pg/ml (Interquartilsabstand: 3,41-20,88 pg/ml) und
Gruppe | mit 4,47 pg/ml (Interquartilsabstand: 3,44-5,46 pg/ml) bestand kein signifi-
kanter Unterschied (p=0,43).

Bei der Expression von IL-8 wies Gruppe Il mit 55,77 pg/ml (Interquartilsabstand:
28,60-218,88 pg/ml) eine signifikante Erhéhung gegenuber Gruppe | (p<0,0001).und
Gruppe Il (p=0,0017) auf.
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Abbildung 17: Logarithmische Darstellung mittels Bo x-and-Whisker-Plot des
Interleukin 8 (pg/ml) der drei Gruppen (+p<0,0001:  Gruppe Il vs.
Gruppe |, #p=0,0017: Gruppe Il vs. Gruppe lII)
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3.3.4.6 Interleukin 10

Beim Vergleich aller drei Gruppen miteinander ergab sich ein signifikanter Unter-
schied fur Interleukin 10 (p=0,0004).

Zwischen Gruppe Il mit 3,82 pg/ml (Interquartilsabstand: 0,83-8,55 pg/ml) und Grup-
pe | mit 1,11 pg/ml (Interquartilsabstand: 0,3-2,53 pg/ml) bestand kein signifikanter
Unterschied (p=0,075).

Gruppe 1l wies mit 7,72 pg/ml (Interquartilsabstand: 3,12-26,17 pg/ml) signifikant h6-
here Werte fur IL-10 auf als Gruppe | (p=0,0001).

Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe Il und Gruppe 1l gefunden

(p=0,269).
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Abbildung 18: Logarithmische Darstellung mittels Bo x-and-Whisker-Plot des
Interleukin 10 (pg/ml) der drei Gruppen
(+p=0,0001: Gruppe Il vs. Gruppe I)
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3.3.4.7 Interleukin 12

Bereits beim Vergleich aller drei Gruppen miteinander bestand kein signifikanter Un-
terschied fur Interleukin 12 (p=0,13). Wéahrend bei den gesunden Patienten kein IL-
12 exprimiert wurde, konnte bei einem einzelnen Patienten mit HWI eine Expression
von 3,79 pg/ml und in Gruppe Il bei zwei Patienten mit Werten von 0,41 pg/ml und
3,16 pg/ml gemessen werden. Auf eine graphische Darstellung wurde deshalb ver-

zichtet.
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3.3.4.8 Interferon- y (IFN-y)

Zwischen den drei Gruppen bestand allgemein ein signifikanter Unterschied fur Inter-
feron-y (p<0,0001).

Gruppe Il wies eine signifikante Erhéhung des IFN-y gegeniber Gruppe | (einmalige
Expression mit einem Wert von 15,84 pg/ml) auf (p=0,0009).

Gruppe Il zeigte mit einem medianen Wert von 23,32 pg/ml (Interquartilsabstand:
2,34-59,04 pg/ml) eine signifikante Erh6hung des IFN-y im Vergleich zu Gruppe |
(p<0,0001).

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1l und Gruppe |lli
(p=0,150).

Tabelle 5 gibt Auskunft Uber die statistische Lage und erklart die genannten Signifi-

kanzen bei diesem Parameter.
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Abbildung 19: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des Interferon- y (pg/ml)
bei den Gruppen II und Il (*p=0,0009: Gruppe Il v s. Gruppe I,
+p<0,0001: Gruppe Il vs. Gruppe I) (wegen zu geringer Werte

musste auf eine Darstellung von Gruppe | verzichtet werden)
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Gruppe | Minimum | 25%-Quantil | Median | 75%-Quantil [ Maximum
I 0 0 0 0 15,84
Il 0 2,34 23,32 59,04 222,41
11 0 0 0 28,11 237,61
p-Werte:

*p (1l vs. 1) =0,0009, +p (Il vs. 1) <0,0001, #p (Il vs.lll) = 0,15
(Einheit: pg/ml)

Tabelle 5:  IFN- y-Werte zu Abbildung 19
Bei Mitbeurteilung der Quantile und Maxima wird deutlich, dass der Unterschied bei
der Verteilung der Werte zwischen Gruppe | und Il sowie | und Il signifikant ist.

3.3.4.9 Tumornekrosefaktor a (TNF-a)

Beim Vergleich aller drei Gruppen miteinander ergab sich ein signifikanter Unter-
schied fur TNF-a (p<0,0001).

Gruppe Il zeigte eine signifikante Erhdhung des TNF-a gegeniber Gruppe | (einma-
lige Expression mit einem Wert von 0,83 pg/ml) (p=0,006).

Fur Gruppe Il mit 6,26 pg/ml (Interquartilsabstand: 0-9,63 pg/ml) bestand im Ver-
gleich zu Gruppe | eine signifikante Erhdhung des TNF-a (p<0,0001).

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1l und Gruppe |lli
(p=0,14). Tabelle 6 gibt Auskunft Gber die statistische Lage und erklart die genannten

Signifikanzen bei diesem Parameter.
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Abbildung 20: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a) (pg/ml) bei den Gruppen Il und 11l (*p=0,006: Gru p-
pe lll vs. Gruppe I, +p<0,0001: Gruppe Il vs. Grupp e |) (wegen zu

geringer Werte musste auf eine Darstellung von Gruppe | verzichtet

werden)

Gruppe | Minimum | 25%-Quantil | Median | 75%-Quantil [ Maximum
I 0 0 0 0 0,83
Il 0 0 6,26 9,93 53
11 0 0 0 5,03 54,17
p-Werte:

*p (I vs. ) =0,006, +p (Il vs. ) < 0,0001, #p (Il vs.lll) = 0,14
(Einheit: pg/ml)

Tabelle 6:  TNF- a-Werte zu Abbildung 20
Bei Mitbeurteilung der Quantilen und Maxima wird deutlich, dass der Unterschied bei

der Verteilung der Werte zwischen Gruppe | und Il sowie | und Il signifikant ist.
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3.3.4.10 Granulozyten-Makrophagen-Kolonien stimuli

Beim Vergleich aller drei Gruppen miteinander bestand ein signifikanter Unterschied

fiir GM-CSF (p=0,013).

Fur Gruppe Il (p=0,007) und Gruppe Il (p=0,003) ergab sich bei der Verteilung der
Werte ein signifikanter Unterschied gegeniber Gruppe I. Bei der Expression von
GM-CSF wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1l und Gruppe Il
festgestellt (p=0,97). Tabelle 7 gibt Auskunft Gber die statistische Lage und erkléart die

genannten Signifikanzen bei diesem Parameter.

Aufgrund extrem niedriger Werte kombiniert mit einer gro3en Streuung war eine gra-

phische Darstellung nicht mdglich.

Gruppe | Minimum | 25%-Quantil | Median | 75%-Quantil [ Maximum
I 0 0 0 0 0
Il 0 0 0 5,77 165,47
11 0 0 0 29,58 171,6
p-Werte:

*p (Il vs. I) =0,007, +p (Il vs. I) = 0,003, #p (Il vs.lll) = 0,97
(Einheit: pg/ml)

Tabelle 7:

GM-CSF-Werte

erender Faktor (GM-CSF)
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3.4 Selektive Betrachtung der Laborparameter in der NEC-Gruppe

Die NEC-Patienten wurden aufgrund ihrer Therapieform in zwei Untergruppen selek-
tiv betrachtet: Die erste Gruppe (n=11) wurde konservativ behandelt. Die zweite

Gruppe (n=5) wurde operativ versorgt.

3.4.1 C-reaktives Protein (CRP)

Die beiden Untergruppen wiesen keinen signifikanten Unterschied in der CRP-
Konzentration auf (p=0,91). Die mediane CRP-Konzentration lag bei den konservativ
behandelten Patienten bei 3,6 mg/dl (Interquartilsabstand: 1,9-9,8 mg/dl) und bei den
operativ behandelten Patienten bei 3,6 mg/dl (Interquartilsabstand: 0,2-17,75 mg/dl).
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Abbildung 21: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des CRP (mg/dl)
der Untergruppen
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3.4.2 Leukozytenanzahl

Die mediane Leukozytenzahl/ul lag bei den konservativ behandelten Patienten mit
8.300/ul (Interquartilsabstand: 6.200-10.600/ul) hoéher als bei den operativ behandel-
ten Patienten (Median: 6.000/ul; Interquartilsabstand: 2.800-9.430/ul)). Jedoch ergab
sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,36).
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Abbildung 22: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung der Leukozytenzahl/ul
der Untergruppen
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3.4.3 Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP)

Beim Vergleich der medianen LBP-Konzentration wurden bei den operativ behandel-
ten Patienten mit 86,4 pg/ml (Interquartilsabstand: 53,4-131,45 pg/ml) héhere Werte
gemessen als bei den konservativ behandelten Patienten (Median: 43,9 pug/ml; Inter-
quartilsabstand: 14,2-71,7 pg/ml). Ein statistisch signifikanter Unterschied bestand
nicht (p=0,11). Das LBP wurde mit 11/11 und 5/5 bei beiden Gruppen zu 100%
exprimiert. Bei einem Cut-off von 15ug/ml war es bei den konservativ behandelten

Patienten in 8/11 der Falle und bei den operativen Patienten bei 5/5 Fallen erhéht.
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Abbildung 23: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des LBP (pg/ml)
der Untergruppen
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3.4.4  Zytokine
3.4.4.1 Interleukin 113

Die mediane IL-1R-Konzentration lag bei den operativ behandelten Patienten mit
0,78 pg/ml (Interquartilsabstand: 0,64-310,14 pg/ml) tiber der Konzentration der kon-
servativ behandelten Patienten (Median: 0,57 pg/ml; Interquartilsabstand: 0-4,39
pg/ml)). Es bestand keine statistische Signifikanz (p=0,21). Eine Expression war bei
den operativ behandelten Patienten in 5/5 Fallen und bei den konservativ behandel-
ten Patienten in 7/11 Fallen nachweisbar.
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Abbildung 24: Logarithmische Darstellung mittels Bo x-and-Whisker-Plot
des Interleukin 113 (pg/ml) der Untergruppen
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3.4.4.2 Interleukin 2

Die Bestimmung des medianen Wertes von IL-2 ergab bei den konservativen behan-
delten Patienten 0 pg/ml (Interquartilsabstand: 0-8,31 pg/ml), bei den operativ be-
handelten Patienten 4,52 pg/ml (Interquartilsabstand: 3,44-20,78 pg/ml). Es bestand
kein signifikanter Unterschied (p=0,061). Eine Expression war bei den operativ be-
handelten Patienten in 5/5 Fallen und bei den konservativ behandelten Patienten in

4/11 Fallen nachweisbar.
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Abbildung 25: Logarithmische Darstellung mittels Bo x-and-Whisker-Plot
des Interleukin 2 (pg/ml) der Untergruppen
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3.4.4.3 Interleukin 4

Bei IL-4 bestand ein signifikanter Unterschied (p=0,029) zwischen den operativ be-
handelten Patienten mit einem Median von 66,56 pg/ml (Interquartilsabstand: 37,91-
198,45 pg/ml) und den konservativ behandelten Patienten mit 0,91 pg/ml (Interquar-
tilsabstand: 0-38,82 pg/ml). Eine Expression war bei den operativ behandelten Pa-
tienten in 5/5 Fallen und bei den konservativ behandelten Patienten in 6/11 Fallen

nachweisbar.
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Abbildung 26: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des Interleukin 4 (pg/ml)
der Untergruppen (*p=0,029)

51



3.4.4.4 Interleukin 6

Der mediane Wert lag bei den operativ behandelten Patienten mit 2418,53 pg/ml (In-
terquartilsabstand: 1183,95-71306,58 pg/ml) signifikant hoher als bei den konservativ
behandelten Patienten mit 279 pg/ml (Interquartilsabstand: 57,88-1134,99 pg/ml)
(p=0,024). Interleukin 6 wurde mit 11/11 und 5/5 bei beiden Gruppen zu 100%

exprimiert.
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Abbildung 27: Logarithmische Darstellung mittels Bo x-and-Whisker-Plot
des Interleukin 6 (pg/ml) der Untergruppen (*p=0,02 4)
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3.4.45 Interleukin 8

Der Vergleich der beiden Untergruppen bezuglich Interleukin 8 ergab keinen signifi-
kanten Unterschied (p=0,141). Der Median betrug bei den konservativ behandelten
Patienten 39,06 pg/ml (Interquartilsabstand: 24,65-140,46 pg/ml) und bei den opera-
tiv behandelten 76,86 pg/ml (Interquartilsabstand: 48,25-22251,51 pg/ml). Interleukin
8 wurde mit 11/11 und 5/5 bei beiden Gruppen zu 100% exprimiert.
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Abbildung 28: Logarithmische Darstellung mittels Bo x-and-Whisker-Plot
des Interleukin 8 (pg/ml) der Untergruppen
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3.4.4.6 Interleukin 10

Fur Interleukin 10 ergab der Vergleich der zwei Gruppen keinen signifikanten Unter-
schied (p=0,09). Der mediane Wert lag bei den konservativ behandelten Patienten
bei 4,86 pg/ml (Interquartilsabstand: 2,09-11,58 pg/ml) und bei den operativ behan-
delten bei 19,11 pg/ml (Interquartilsabstand: 9,37-33,05 pg/ml). Eine Expression war
bei den operativ behandelten Patienten in 5/5 Fallen und bei den konservativ behan-

delten Patienten in 9/11 Fallen nachweisbar.
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Abbildung 29: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des Interleukin 10 (pg/ml)
der Untergruppen

3.4.4.7 Interleukin 12

Es bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,55) bei der Interleukin 12-Expression
bei NEC-Patienten. Bei beiden Gruppen konnte jeweils nur bei einem einzelnen Pa-
tienten eine Expression gemessen werden.

Eine graphische Darstellung war deshalb nicht méglich. Tabelle 8 zeigt die Werte

von Interleukin 12.
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Gruppe Minimum | 25%-Quantil | Median | 75%-Quantil | Maximum
konservativ 0 0 0 0 0,41
operativ 0 0 0 1,58 3,16
p-Wert: 0,55
(Einheit: pg/ml)
Tabelle 8: Interleukin 12-Werte

3.4.4.8 Interferon-gamma (IFN- y)

Bei den Ergebnissen fur IFN-y fand sich ein signifikanter Unterschied (p=0,031). Fur
die konservativ behandelten Patienten ergab sich ein medianer Wert von 10,82 pg/ml
(Interquartilsabstand: 0-38,57 pg/ml). Die operativ behandelten Patienten lagen mit
64,31 pg/ml (Interquartilsabstand: 36,56-139,28 pg/ml) signifikant hoher. Eine Ex-

pression war bei den operativ behandelten Patienten in 5/5 Féllen und bei den kon-

servativ behandelten Patienten in 8/11 Fallen nachweisbar.
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Abbildung 30: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung

der Untergruppen (*p=0,031)

des IFN-y (pg/ml)
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3.4.4.9 Tumornekrosefaktor-alpha (TNF- a):

Fur TNF-a ergab sich ein signifikant hoheres Ergebnis fur die operativen Patienten
mit 9,98 pg/ml (Interquartilsabstand: 6,84-32,52 pg/ml) im Vergleich zu den konser-
vativ behandelten Patienten mit 1,44 pg/ml (Interquartilsabstand: 0-8 pg/ml) (p=0,02).
Eine Expression war bei den operativ behandelten Patienten in 5/5 Fallen und bei

den konservativ behandelten Patienten in 6/11 Fallen nachweisbar.
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Abbildung 31: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung des TNF-a (pg/ml)
der Untergruppen (*p=0,025)
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3.4.4.10 Granulozyten-Makrophagen-Kolonien stimulie

render Faktor (GM-CSF)

Fur GM-CSF wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt

(p=0,41). In der konservativen wie auch in der operativen Untergruppe konnte GM-

CSF bei jeweils zwei Patienten gemessen werden (Werte siehe Tabelle 11 im An-

hang).

Eine Expression war bei den operativ behandelten Patienten in 2/5 Fallen und bei

den konservativ behandelten Patienten in 2/11 Fallen nachweisbar. Zum statisti-

schen Verstandnis siehe Tabelle 9.
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Abbildung 32: Box-and-Whisker-Plot zur Darstellung

des GM-CSF (pg/ml)

der Untergruppen

Gruppe Minimum | 25%-Quantil | Median | 75%-Quantil | Maximum
konservativ 0 0 0 0 165,4
operativ 0 0 0 119,23 127,7
p-Wert = 0,41
(Einheit: pg/ml)
Tabelle 9: GM-CSF-Werte zu Abbildung 32
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" konservativ |operativ |insgesamt
(n=11) (n=5) | (n=16)

IL-1R 7 5 12
IL-2 4 5 9
IL-4 6 5 11
IL-6 11 5 16
IL-8 11 5 16
IL10 9 5 14
IL-12 1 1 5
GM-CSF 2 2 4
IFN-y 8 5 13
TNF-a 6 5 11
CRP 10 4 14
LBP 11 5 16
Leukozyten 11 5 16

Tabelle 10: Anzahlen der Patienten mit Expression

der jeweiligen Zytokine



3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.5.1 Klinische Daten der NEC-Gruppe

Bei den NEC-Patienten waren das durchschnittliche Gestationsalter (32 SSW (4))
sowie das durchschnittliche Geburtsgewicht (1708g (x675)) signifikant niedriger als
bei den Patienten der gesunden und inflammatorischen Vergleichsgruppen. Auch
zum Zeitpunkt der Studienaufnahme waren durchschnittliches Gewicht (1922g
(x643)) und GroRRe (43cm (£5)) im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen signifi-
kant geringer. Bei einer Einteilung in die drei gangigen Kategorien LBW (= Low-birth-
weight; <2500), VLBW (= Very-low-birth-weight; <1500g) und ELBW (= Extremly-low-
birth-weight; <1.000g) gehoérten 50% der Patienten (8/16) zur Gruppe der LBW. 4
NEC-Patienten zahlten zu den VLBW und 3 Patienten zu den ELBW. Lediglich ein
Patient war mit 3.500g normalgewichtig. Bei 9/16 NEC-Patienten stimmte das Stu-
diengewicht mit dem Geburtsgewicht Uberein. 14 von 16 NEC-Patienten wurden un-
terhalb der 37 SSW geboren. Bei Patienten mit NEC dominierte der operative Ent-
bindungsmodus (Sectio cesarea).

3.5.2  Patientengruppen

Vergleich von Gruppe | und Gruppe Il

Gruppe lll wies gegentuber Gruppe | eine signifikante Erhéhung von CRP, Leukozy-
tenzahl/ul, LBP IL-2, IL-6, GM-CSF, IFN-y und TNF-a auf.

Die Laborparameter IL-1(3, IL-4, IL-8 und IL-10 zeigten keinen statistisch signifikan-
ten Unterschied. Tendenziell ist jedoch auch bei diesen Parametern eine vermehrte
Expression bei den HWI-Patienten der Gruppe Il zu beobachten.

Vergleich von Gruppe | und Gruppe I

Bis auf IL-12 und die Leukozytenzahl/pl waren alle Laborparameter in Gruppe Il sig-
nifikant hoher als bei Gruppe I. Die Leukozytenzahl/ul war in Gruppe | signifikant ge-

genuber Gruppe Il erhéht.
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Vergleich von Gruppe Il und Gruppe Il

Beim Vergleich von Gruppe Il mit Gruppe Ill war allein IL-8 bei Gruppe Il signifikant
erhoht. Die Leukozytenzahl/pl war hingegen bei Gruppe 1l signifikant erhoht. Die an-
deren Laborparameter zeigten keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich die-

ser beiden Gruppen.

Vergleich der NEC-Untergruppen

Fur CRP und Leukozytenzahl/ul wurden bei den konservativ behandelten Patienten
hohere Werte gemessen.

Beim Vergleich der beiden Untergruppen konnte bei den operativ behandelten Pati-
enten eine signifikante Erhéhung von IL-4, IL-6, IFN-y und TNF-a beobachtet wer-
den.

Fur LBP, IL-1B, IL-8, IL-10, IL-12, GM-CSF konnte kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den zwei Gruppen festgestellt werden. Eine Tendenz zur verstarkten Expres-

sion bei den operativ behandelten Patienten war dennoch erkennbar.
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4. Diskussion

4.1  Allgemeine Diskussion

Die Nekrotisierende Enterokolitis ist die haufigste Erkrankung des Gastrointesti-
naltraktes des Frih- und Neugeborenen mit hoher Morbiditat und Mortalitat (10, 23).
Obwohl die Pathogenese nicht abschlieRend geklart ist, sind einige Risikofaktoren
bekannt, welche zur Entwicklung dieser entziindlichen Darmerkrankung fihren kon-

nen.

Zu diesen Risikofaktoren gehdren vor allem die Frihgeburtlichkeit und ein niedriges
Geburtsgewicht (105, 110, 167). Uber 90% der betroffenen Kinder sind vor der 36.
Schwangerschaftswoche geboren oder haben ein Geburtsgewicht von unter 1.500g
(62, 93). Auch die Gabe von Ersatznahrung pradisponiert fir die Entstehung einer
NEC (22, 27, 107). Eine verstarkte Kolonisation des Darmes mit gram-negativen
Bakterien wie E.coli, Klebsiellen, Salmonellen und Clostridien ist bei Erkrankten
nachweisbar (9, 41, 92, 98). Ereignisse wie Schock, Hypothermie oder perinatale
Asphyxie (22, 66), die zu einer Hypoperfusion des Darmes fuhren, spielen eine ent-
scheidende Rolle in der Pathogenese der NEC (93, 125, 146). Alle genannten Risi-
kofaktoren kdénnen einzeln oder kombiniert vorkommen und fihren zur Schadigung
der Darmmucosa, welche eine Zytokinexpression initiiert und zu einer Permeabili-
tatsstoérung der Mucosa filhren kann (82). Die dadurch erméglichte verstarkte Ein-
wanderung von Bakterien steigert erneut die Zytokinausschiittung, welche eine Va-
sokonstriktion mit darauffolgender Nekrose zur Folge haben kann. Da die Mortalitat
mit dem Voranschreiten der Erkrankung steigt (10), ist es von groRem Interesse, die
Diagnose frihzeitig zu stellen, um rechtzeitig therapeutische Malinahmen einleiten

zu kénnen.

Labordiagnostisch werden die fir die Padiatrie und Sepsisdiagnostik geeigneten
Entzindungsparameter (CRP, Leukozytenzahl, Interleukin 6 und 8) herangezogen.

Bisher gibt es keine spezifischen Laborparameter, die den Verdacht auf eine Nekro-
tisierende Enterokolitis eindeutig bestatigen oder vor dem Auftreten klinischer Sym-
ptome die Entstehung der Erkrankung andeuten. Es gelingt derzeit nicht, die NEC
anhand von Laborparametern im Frihstadium von anderen entzindlichen Erkran-

kungen abzugrenzen.
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Ziel dieser Studie war es aus diesem Grund, eine fur die NEC spezifische Zytokin-
expression im Serum von betroffenen Kindern zu ermitteln. Dies wirde eine frihere
und adaquatere Behandlung fur die betroffenen Patienten ermdglichen, mit dem Ziel,

den Patienten risikoadaptiert zu therapieren.

4.2  Diskussion der Ergebnisse

Entbindungsmodus

Der Einfluss des Entbindungsmodus auf die Pathogenese der NEC wurde in einzel-
nen Studien untersucht. Der Darm eines Neugeborenen ist pranatal steril und wird
postnatal rasch bakteriell besiedelt. Der Entbindungsmodus beeinflusst die Art dieser
Keimbesiedelung. Hallstrom et al. (68) untersuchten die Mikroflora von vaginal und
per Sectio cesarea geborenen Neugeborenen: es stellte sich heraus, dass 7 Tage
nach der Geburt in beiden Gruppen Staphylokokkus aureus die Darmflora dominier-
te. Escherichia coli wurde bei vaginal geborenen signifikant haufiger gefunden. Ente-
rokokken und Candida albicans wurden bei NEC-Patienten signifikant haufiger ent-
deckt. Bacteroides fragilis wurde bei Patienten, die per Sectio cesarea entbunden
wurden, signifikant seltener nachgewiesen (60). Die Untersuchung von Hallstrom
wlrde eine vaginale Entbindung als Risikofaktor vermuten lassen, ein signifikanter
Zusammenhang konnte jedoch nicht gezeigt werden. Die perinatale Asphyxie im
Rahmen des perinatalen Stresses bei einer vaginalen Entbindung wirde ebenfalls
dafur sprechen, dass eine vaginale Entbindung einen Risikofaktor darstellt. Uauy et
al. (170) hingegen beschrieben die Sectio cesarea als signifikanten Risikofaktor fur
die Entstehung einer NEC. Eine Studie von Siggers et al. (162) zeigte wiederum kei-
nerlei Unterschied bei der Inzidenz der NEC bezuglich vaginaler gegentber operati-
ver Entbindung. Unabhangig von der Entstehung einer NEC zeigte Berner in einer
grof3 angelegten Studie (13), dass der Entbindungsmodus selbst keinen Einfluss auf

die Zytokinexpressin bei Neugeborenen hat.

In der vorliegenden Studie konnte bezlglich der Art des Geburtsweges kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den drei Gruppen festgestellt werden. Es zeigte sich
jedoch, dass die meisten Patienten mit NEC per Sectio cesarea geboren wurden.
Dies ist darauf zurickzufihren, dass diese Kinder zu klein waren, um via naturalis

geboren zu werden.
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Einfluss von Gewicht und Alter

Bei Frihgeborenen mit niedrigem Geburtsgewicht tritt eine Nekrotisierende Entero-

kolitis haufiger auf als bei reifgeborenen Neugeborenen (166, 170).

Mehrfach wurde ein Zusammenhang zwischen einem niedrigen Geburtsgewicht und
Gestationsalter mit der Entstehung einer NEC beschrieben. Dieser Zusammenhang
ist wahrscheinlich auf ein schwaches Immunsystem und eine unreife Darmmukosa
zurtckzufihren. Durch mehrere Faktoren (z.B. Hypoxie) kann es zur Schadigung der
Darmmukosa kommen, woraufhin eine Kette von Entziindungsreaktionen ausgeldst
wird (62).

Die meisten NEC-Patienten der vorliegenden Sudie zahlten zu der Gruppe der LBW
Low-birth-weight; <2500g), VLBW (= Very-low-birth-weight; <1500g) oder ELBW
Extremly-low-birth-weight; <1000g). Diese gangige Einteilung in gewichtsabhangi-

~
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ge Untergruppen zeigt, dass mit sinkendem Geburtsgewicht das Risiko fir eine NEC
steigt (145, 166). Bei 9/16 NEC-Patienten stimmte das Studiengewicht mit dem Ge-
burtsgewicht Gberein. Dies lasst darauf schliessen, dass die meisten Patienten dieser
Studie kurz nach der Geburt erkrankten. Der Grof3teil der NEC-Patienten wurde vor
der 37.SSW geboren. Zahlreiche Studien zeigten, dass die Frihgeburtlichkeit mit
den dadurch bedingten Risikofaktoren den einflussreichsten Faktor in der Pathoge-
nese der NEC darstellt (105, 110, 167).

Bei Diagnosestellung und Aufnahme in die Studie wurde die Grol3e der Patienten
gemessen. Sie waren mit einer Grof3e von 43cm (£5) signifikant kleiner als Patienten
der Kontrollgruppen, was auf auf die Frihgeburtlichkeit zurtickzufiihren war. Da die
GrélRenmessung eines Sauglings oft nicht exakt ist und vom Messenden und der Un-
tersuchungsbereitschaft des Sauglings abhangig ist, sind diese Daten statistisch nur

eingeschrankt zu werten.

Diagnostik und Therapie

Es gab keine direkten Zusammenhange zwischen diagnostischen Merkmalen und

der durchgefuhrten Therapie. 6 von 11 (~54,5%) konservativ behandelten Patienten
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wiesen sonographisch Luft in der Pfortader auf, wahrend bei nur 5 von 11 (~45%)

wurde radiologisch eine Pneumatosis intestinalis diagnostiziert.

Diese Ergebnisse passen zu den Ergebnissen vorangegangener Studien, welche
zeigten, dass radiologische und sonographische Zeichen alleine nicht zu zufrieden-
stellenden Ergebnissen bei der Diagnosestellung fuhren (10, 48, 134). Die Pneuma-
tosis intestinalis ist nicht allein spezifisch fur die NEC (21). Das intramurale Gas kann
schon frih auftreten, jedoch innerhalb von Stunden wieder verschwinden (134) und
ist nicht bei jedem NEC-Fall nachzuweisen (119). Bei den operativ behandelten Pati-
enten war zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nur in einem Fall eine Pneumatosis
intestinalis nachweisbar, bei den anderen dieser Untergruppe vermutlich teilweise

bereits wieder verschwunden.

Breitet sich intramurales Gas in die Bauchwandvenen aus und gelangt in das portale
Venensystem, so sieht man in der Abdomensonographie Luft in der Pfortader. Sie
kommt haufiger bei Patienten vor, welche im Verlauf einer Operation unterzogen
werden, korreliert jedoch nicht mit der Mortalitat: 47% der Patienten mit Luft in der
Pfortader Uberleben ohne Operation (157). Dementsprechend hatten lediglich zwei

Patienten der vorliegenden Studie nachweisbar Luft in der Pfortader.

Freie Luft als Zeichen einer intestinalen Perforation stellt die einzige absolute OP-
Indikation dar (64). In einer Studie von Frey et al. war jedoch zum Zeitpunkt der Per-
foration in nur 63% der Falle freie Luft radiologisch nachweisbar (54). Auch in der
vorliegenden Studie konnte nur bei zwei der operativ behandelten Patienten freie Luft

in der Abdomenibersichtsaufnahme nachgewiesen werden.

Dordelmann berichtet von einer Sensitivitat von 45% und einer Spezifitdt von 86%
der Abdomensonographie fir eine Diagnosestellung ab einem NEC-Stadium Il (39).
Dieses Ergebnis ist auch deshalb keinesfalls zufriedenstellend, weil die Patienten mit
Stadium | noch schwieriger zu diagnostizieren sind.

Die Fardopplersonographie erméglicht die sensitive Beurteilung der Perfusion ergan-
zend zur Bestimmung von Darmwanddicke und Peristaltik (49). Sie erganzt und ver-
bessert somit die Diagnostik im Rahmen der NEC. Fehlende Peristaltik tritt beson-

ders bei schweren Verlaufen auf, wohingegen Darmdilatation unspezifisch in allen
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Stadien der NEC bebeobachtet werden kann. Limitiert wird die sonographische Dia-

gnostik durch Meteorismus (48).

Eine rein radiologische und sonographische Diagnostik erscheint in Anbetracht der
aktuellen Aussagekraft dieser beiden Techniken zur frihzeitigen Diagnostik nicht
sinnvoll. Bei der Diagnostik der NEC sollten deshalb alle einsetzbaren Diagnostik-
maoglichkeiten ausgeschopft und zunehmend verbessert werden. Dazu gehdrt auch

die Labordiagnostik.

Laborchemische Diagnostik

Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein Akut-Phase-Protein, welches im Rahmen von
Entzindungen ansteigt und mit dem Grad der Gewebsschadigung korreliert (83,
150). Die Anzahl an Leukozyten im Blut steigt bei bakteriellen Infekten begleitend
zum CRP an. Man wirde im Rahmen einer ausgepragten Entztindung wie der
Nekrotisierenden Enterokolitis sehr hohe Werte fir diese beiden Parameter erwarten,
besonders bei Patienten, bei denen eine Operation notwendig wurde. Hallstrom wies
bei Patienten mit Stadium Il im Vergleich zu Stadium Il eine signifikant erhéhte Leu-

kozytenzahl im Blut nach (69).

In der vorliegenden Studie war jedoch keine Korrelation mit dem Schweregrad der
NEC nachweisbar. Gegentber der gesunden Kontrollgruppe war das CRP, jedoch
nicht die Anzahl der Leukozyten signifikant erhoht. Caplan fand bei NEC-Patienten
ebenfalls niedrigere Leukozytenzahlen als bei seiner Kontrollgruppe (24).

Grund fur die auch in dieser Studie widererwartend niedrig ausgefallenen Werte

konnte das bei Frihgeborenen unreife Immunsystem sein (62).

Die signifikant erhdhten Leukozytenanzahlen bei Patienten mit einem HWI weisen
auf dessen bakterielle Genese hin. Bei der NEC ist im Gegensatz hierzu die bakteri-
elle Genese nur eine mogliche und nicht in jedem Fall gesicherte Ursache (2, 93).
Erh6hte Werte in Gruppe | und 1ll kdbnnten durch das entsprechende hohere Erkran-

kungsalter mit einem reiferen Immunsystem begriindet werden.
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Bei rein konservativ behandelten NEC-Patienten zeigten sich im Vergleich zu den
operativ behandelten Patienten signifikant erh6hte CRP- und Leukozytenwerte. Die
Ursache hierfur bleibt unklar. Diese Beobachtung scheint jedoch nicht als Verlaufs-

parameter zur Beurteilung der NEC geeignet zu sein.

Das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) findet Anwendung in der Sepsisdia-
gnostik bei Erwachsenen (133). Es schliel3t die diagnostische Liicke zwischen Zyto-
kinen (Interleukin 6) und CRP (8) und erwies sich in Studien von Berner et al. und
Behrendt et al. als geeigneter Sepsisparameter. Entsprechend dieser vorangegan-
genen Studien (8, 12, 133) stellte LBP auch in der vorliegenden Studie einen guten
Infektparameter dar, welcher jedoch keine Differenzierung beztglich der Infektursa-
che ermoglichte. In Bezug auf das Uberleben konnte LBP bisher keine Bedeutung

zugeschrieben werden (133).

LBP wurde in der vorliegenden Studie bei operativ behandelten Patienten prozentual
haufiger als bei konservativ behandelten exprimiert. LBP steigt erst nach 12 Stunden
an und kénnte deshalb einen Hinweis auf ein bereits fortgeschrittenes Stadium ge-
ben. Da es langer als andere Parameter nachweisbar ist, eignet es sich zur Verlaufs-
kontrolle. Eine Kombintion von LBP und Zytokinen wie Interleukin 6 und 8 erschien
Behrendt et al. sinnvoll (8).

CRP, Leukozyten spielen den Ergebnissen der vorliegenden Studie nach zu urteilen
eine untergeordnete Rolle in der Diagnostik der Nekrotisierenden Enterokolitis, da sie
keine Spezifitdt fir diese Erkrankung aufweisen. LBP konnte sich jedoch aufgrund
der Signifikanz gegenliber gesunden Patienten und der verstarkten Expression mit
Progression der Erkrankung besonders bei schweren Fallen als Verlaufsparameter

eignen.

Im Rahmen von Infektionskrankheiten zeigt sich eine friihere Zytokinexpression im
Vergleich zum Anstieg von CRP, LBP und Leukozyten (26, 63, 112). Sie eignen sich
zur Sepsisdiagnostik bei Frith- und Neugeborenen. Einige Zytokine wurden bereits
bei Patienten mit einer Nekrotisierenden Enterokolitis untersucht und in Zusammen-
hang mit Pathogenese, Verlauf und Schweregrad gebracht (118, 156). Von besonde-

rem Interesse waren bisher Interleukin 1[, Interleukin 6, Interleukin 8 und TNF-a.
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In dieser Studie sollte das untersuchte Zytokinspektrum ausgeweitet werden, um ein
maogliches spezifisches Expressionsmuster im Serum von Patienten mit Nekrotisie-
render Enterokolitis erkennen zu kénnen. Bis auf Interleukin 12 waren alle Zytokine-

bei den NEC-Patienten signifikant gegentber der gesunden Kontrollgruppe erhdht.

Viscardi et al. konnten erhohte IL-13-Werte in Darmgewebe von betroffenen Kindern
nachweisen (172). In der Studie von Edelson et al. lie3 sich in 40% der NEC-Falle
kein Interleukin 1B im Serum messen (43). Sheldon et al. konnten keinen Unter-
schied von IL-1 B zwischen Patienten mit oder ohne Infektion vermerken (158). Auch
in der vorliegenden Arbeit erwies sich Interleukin 1B als ungeeigneter Parameter in
der Diagnostik der NEC.

Interleukin 6 konnte in vorhergehenden Studien in Zusammenhang mit der NEC und
deren Schweregrad gebracht werden (76). Sharma et al. wie auch vorangehende
Studien fanden signifikant erhéhte Werte bei Patienten mit Stadium 11l sowie bei Pa-
tienten, welche im Rahmen einer Progression verstarben (118, 156). Dementspre-
chend fiel auch das Ergebnis dieser Studie aus. Interleukin 6 war wiederum mit ei-
nem mittleren Wert von 2418,53 pg/ml (Interquartilsabstand: 1183,95-71306,58
pg/ml) bei den operativen Patienten signifikant erhoht (p=0,024).

Harris et al. betrachten eine alleinige Bestimmung von Interleukin 6 als nicht sinnvoll,
da er signifikante IL-6-Werte nur in Kombination mit positiven Blutkulturen nachwei-
sen konnte (76). In der vorliegenden Studie erwies sich Interleukin 6 als geeigneter
Infektparameter ohne Spezifitat fur die Nekrotisierende Enterokolitis, der jedoch mit

dem Schweregrad der NEC zunehmend verstarkt exprimiert wird.

Das einzige bei NEC-Patienten gegenuber der entzindlichen Kontrollgruppe signifi-
kant erhohte Zytokin war Interleukin 8 (p=0,0017). Es ist ein gangiger Marker bei der
neonatalen Sepsis (115). Edelson et al. und Martin et al. stellten in ihren Studien sig-
nifikant hohere IL-8-Werte bei fortgeschrittenem NEC-Stadium fest (43, 113). Entge-
gen dieser Studien konnte in der vorliegenden Studie keine signifikant starkere IL-8-
Expression bei den operativ behandelten NEC-Patienten beobachtet werden.

Friedland korrelierte erhdhte IL-8-Werte sogar mit einem schlechteren Outcome (55).
Da Interleukin 8 wie auch Interleukin 10 langsamer und spater steigen als Interleukin
1B und 6, eignen sich IL-8 und -10 besser zum Erkennen einer signifikanten NEC
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(43). Da es sich bei den NEC-Patienten um unreife Frihgeborene handelt, konnte
den Ergebnissen von Nanthakumar et al. zufolge ein hohes Interleukin 8 durch eine
UberschieRende Zytokinproduktion der Enterozyten im Rahmen einer Endotoxin-

Exposition zugrunde liegen (122).

Interleukin 10, ein in der Literatur als sehr sensitiver und spezifischer beschriebener
Marker fur eine Nekrotisierende Enterokolitis im Gewebe (43), war in dieser Studie
im Rahmen einer Infektion (HWI / NEC) erhoht, zeigte aber keine Mdglichkeit zur Dif-
ferenzierung der Infektursache auf. Lediglich prozentual betrachtet wurde IL-10 bei
operativ behandelten Patienten haufiger exprimiert als bei konservativ behandelten.
Ramagnoli konnte Interleukin 10 mit Stadium Il und einer erhéhten Mortalitat korre-
lieren (141). Interleukin 10 wirkt antiinflammatorisch und senkt die NO-Produktion
(96).

Wahrend Halpern et al. einen Zusammenhang zwischen den Fortschreiten der Er-
krankung und der Expression von Interleukin 12 im Gewebe von kranken Mausen
fanden (97), konnte in der vorliegenden Studie im Blut erkrankter Patienten keine
Uberexpression von IL-12 gefunden werden. Interleukin 12 konnte widererwartend
keine diagnostische Bedeutung zugeschrieben werden. Ursache hierflr kdnnten die

Unterschiede zwischen murinem und humanem Immunsystem sein.

Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon-y (INF-y) und Granulozyten-Makro-
phagen-Kolonien stimulierender Faktor (GM-CSF) wurden sowohl bei den NEC- als
auch bei den HWI-Patienten signifikant héher exprimiert als in der gesunden Kon-
trollgruppe. TNF-a und INF-y korrelierten mit der Auspragung der Erkrankung. TNF-a
wurde in der vorliegenden Studie jedoch nicht bei allen NEC-Patienten exprimiert.
Dies entspricht den bisher veroffentlichten Studien: Erh6hte Werte an TNF-a wurden
zum einen in der Studie von Ford et al. (53) bei nur 50 % der NEC-Patienten gefun-
den, korrelierten bei Halpern jedoch mit der Progression der NEC (71). Dementspre-
chende Zusammenhéange wurden fir TNF-a bei der Colitis Ulcerosa beobachtet
(127). TNF-a wird in Anbetracht der Tatsache, dass Anti-TNF-a protektiv wirkt (70,
155) eine Rolle bei der Nekrotisierenden Enterokolitis zugeschrieben. Die Bedeutung

fur die laborchemische Diagnostik scheint eingeschrankt (149).
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INF-y wird im Rahmen einer physiologischen Entziindung in geringem Maf3e produ-
ziert (40). Hohe Werte fuhren zu einer unkontrollierten Entziindungsreaktion und
wurden in Zusammenhang mit entzindlichen Darmerkrankungen beobachtet (14).
Ein Mangel an Interleukin 10, welches die Gap-junctions in der Darmmukosa schutzt,
fuhrt durch vermehrte Bakterieninvasion zur Schadigung derselben (101, 102, 104).
INF-y wurde bei NEC-Patienten haufiger (~81%) gemessen als TNF-a (~69%). Bei
der vorliegenden Studie scheint somit eher der erstgenannte Mechanismus mit

Uberexpression von Interleukin 10 vorzuliegen.

GM-CSF induziert die Sekretion von Zytokinen und rekrutiert Leukozyten bei einer
Entzindung (74). Es wurde als sensitiver Parameter einer Bakteridmie und der neo-
natalen Infektion beschrieben (91). In der vorliegenden Studie konnte GM-CSF im
Blut von gesunden Kindern wie erwartet nicht nachgewiesen werden. Ein Unter-
schied zwischen NEC- und HWI-Patienten wurde jedoch nicht festgestellt. Aul3erdem
konnte GM-CSF nur bei einem Viertel der NEC-Patienten gemessen werden. Dia-

gnostisch ist GM-CSF daher keine grof3e Bedeutung zuzuschreiben.

4.3  Schlussfolgerung der Diskussion

Ziel dieser Studie war eine fur die NEC-spezifische Zytokinexpression im Serum von
betroffenen Kindern zu ermitteln, um die NEC frihzeitig diagnostizieren zu kénnen
und in Hinblick auf die Progression der Erkrankung Hinweise fir eine adaquate The-

rapieentscheidung zu erhalten.

NEC-Patienten unterschieden sich in Geburtsgewicht, Gestationsalter, Entbin-
dungsmodus, sowie Grol3e und Gewicht bei Aufnahme in die Studie signifikant von
den beiden Kontrollgruppen. Diese Ergebnisse stimmten mit friheren Studien tber-

ein.

Diagnostik mittels Abdomenubersichtsaufnahme und/oder Abdomensonographie wa-
ren bezlglich Therapieentscheidung unzureichend aussagekréaftig.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Laborparameter wie CRP, Leukozytenan-
zahl und LBP zwar eine Entziindung bei den untersuchten Neugeborenen anzeigten,
jedoch keine direkte Korrelation zur Nekrotisierenden Enterokolitis zu finden war.
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LBP konnte sich moéglicherweise als Verlaufsparameter bei besonders schweren Fal-

len eignen.

Bis auf Interleukin 12 zeigten alle Zytokine eine tendenziell starkere Expression mit
Progression der Erkrankung. Patienten, die operiert werden mussten, zeigten signifi-
kante Erh6hungen von Interleukin 4 und 6 sowie Interferon y und Tumornekrosefak-
tor a.

Interleukin 8 erwies sich als einziger spezifischer, signifikant erhdhter Laborparame-
ter. Daraus schliessen wir in Hinsicht auf vorangegangene Studien, dass besonders
Interleukin 8 eine diagnostische Bedeutung bei der Nekrotisierenden Enterokolitis
zukommt (35, 122). Aufgrund der zunehmenden Expression von Interleukin 6, Inter-
leukin 10 und TNF-a von kdnnten durch die Kombination aus diesen Zytokinen dia-

gnostische Licken geschlossen werden.

Aufgrund der kleinen Fallzahlen konnten keine fur die Praxis relevanten Erkenntnisse
gewonnen werden. Es wurden lediglich Hinweise auf eine ausgepragte Zytokin-

expression bei Patienten mit NEC gefunden.

Eine Kombinationsdiagnostik aus klinischen, radiologischen und laborchemischen
Zeichen der Nekrotisierenden Enterokolitis erschien bisher am sinnvollsten. Bei der
laborchemischen Untersuchung kdnnte sich eine Kombination aus mehreren Labor-
parametern wie zum Beispiel LBP, Interleukin 6, Interleukin 8, Interleukin 10 und

TNF-a als hilfreich erweisen.

Das breite Spektrum an Zytokinen sollte in einer gro3er angelegten Studie erneut auf
spezifische Hinweise fur die Entstehung einer Nekrotisierenden Enterokolitis unter-
sucht werden. Es ware moglich, dass spezielle Grenzwerte flr die verschiedenen
Laborparameter ermittelt und in Zusammenhang mit den drei verschiedenen NEC-
Stadien gebracht werden konnten. Damit wirden die Diagnostik und die Entschei-

dung fur den adéaquaten Therapieweg erleichtert werden.
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5. Zusammenfassung

Die Nekrotisierende Enterokolitis (NEC) ist eine lebensbedrohliche Erkrankung des
Gastrointestinaltrakts bei Neugeborenen. Mit Progression der Erkrankung steigen
Mortalitat und Morbiditat drastisch an. Die auf klinischen, laborchemischen und radio-
logischen Zeichen basierende Diagnostik der Nekrotisierenden Enterokolitis bleibt
jedoch bisher unbefriedigend. Da bereits in zahlreichen Studien eine Korrelation
mehrerer pro- und antiinflammatorische Zytokine im Gewebe mit der Pathogenese
der NEC beschrieben wurde, ist die Zytokinexpression im Rahmen der Erkrankung

von grof3em Interesse.

Ziel dieser Studie war es aus diesem Grund, eine fiur die NEC spezifische Zytoki-
nexpression im Serum betroffener Kindern zu ermitteln. Dies wurde eine frithere und

risikoadaptiertere Behandlung fiir die betroffenen Patienten erméglichen.

NEC-Patienten wiesen ein signifikant niedrigeres Gestationsalter (32 SSW = 4), Ge-
burtsgewicht (1708g + 675), Studiengewicht (1922g + 643) sowie eine niedrigere
Studiengrof3e (43,5 cm £ 5) auf als Patienten der Vergleichsgruppen. Nahezu alle
NEC-Patienten wurden per Sectio cesarea geboren.

Interleukin 8 war das einzige bei NEC-Patienten spezifisch erhdhte Zytokin. Dies
entspricht ungefahr einer 12-fach hoheren Expression als bei Patienten der entziind-
lichen Kontrollgruppe (HWI-Patienten). Interleukin 4, Interleukin 6 (p=0,024), IFN-y
und TNF-a wurden bei den operativen Patienten signifikant starker exprimiert als bei
den konservativ behandelten und scheinen somit mit dem Schweregrad der NEC zu

korrelieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Laborparameter wie CRP, Leukozyten-
zahl/ul und LBP zwar eine Entzindung bei Neugeborenen anzeigen, jedoch keinen
spezifischen Hinweis fir eine Nekrotisierende Enterokolitis bieten. Jedoch koénnte
sich das LBP als Parameter im Rahmen von Verlaufskontrollen eignen.

Nahezu alle pro- und antiinflammatorische Zytokine wurden bei der Nekrotisierenden
Enterokolitis mit zunehmender Progression starker exprimiert als bei gesunden Neu-

geborenen. Interleukin 8 scheint ein geeigneter Akutparameter bei der Labordiagnos-
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tik der Nekrotisierenden Enterokolitis zu sein. Sinnvoll erscheint hierbei eine Kombi-
nation mit Interleukin 6, Interferon y und Tumornekrosefaktor a, da diese mit Voran-

schreiten der Erkrankung verstarkt exprimiert werden.

Trotz verschiedener Hinweise auf moglicherweise geeignete Parameter konnte in
dieser Studie kein speziell fir die NEC spezifisches Zytokinexpressionsmuster ge-
funden werden. Weitere grofR3er angelegte Studien kdnnten Aufschluss tber kritische

Grenzwerte der Interleukine oder andere spezifische Laborparameter geben.
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K = konservativ, O = operatiy

Tabelle 11: Zytokinwerte der konservativ und operat
NEC-Patienten

iv behandelten
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Legende: Enthindungsmodus: 1 = vaginal, 2 = Sectio cesarea
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Tabelle 12: Klinische Daten und Laborwerte der Pati

entengruppe 1
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Legende: Entbindungsmodus: 1 = vaginal, 2 = Sectio cesarea
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Tabelle 13: Klinische Daten und Laborwerte der Pati  entengruppe 2

Legende: Entbindungsmodus: 1 = vaginal, 2 = Sectio cesarea
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Tabelle 14: Klinische Daten und Laborwerte der Pati  entengruppe 3
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