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1. Einleitung

Die nekrotisierende Enterokolitis (NEC) ist eine Erkrankung des frihgeborenen
Kindes, die den haufigsten gastrointestinalen Notfall auf neonatologischen
Intensivstationen darstellt. Sie geht mit einer erheblichen Mortalitat einher. In der
Vergangenheit wurden unterschiedliche Erklarungsmodelle zu den Ursachen der
NEC entwickelt. Die Pathophysiologie ist jedoch nach wie vor unklar. Als gesichert
gilt, dass die Fruhgeburtlichkeit und die damit verbundene Unreife den

Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung einer NEC darstellen.

1.1 Epidemiologie
Die Inzidenz der nekrotisierenden Enterokolitis wird unterschiedlich mit 0,3-2,4 Fallen
auf 1000 Lebendgeborene angegeben. Frihgeborene Kinder mit einem niedrigen
Geburtsgewicht weisen im Vergleich zu schwereren Kindern eine hdhere Inzidenz
auf [1]. Mit zunehmendem Geburtsgewicht und Schwangerschaftsdauer nimmt die
und Abbildung 1

Abhangigkeiten dar. Vereinzelt treten auch Falle von NEC bei reifgeborenen

Haufigkeit der Erkrankung ab. Tabelle 1 stellen diese
Sauglingen auf [2, 3]. Die Haufigkeit der Erkrankung variiert im zeitlichen Verlauf

sehr stark zwischen verschiedenen Kliniken, aber auch innerhalb einer

neonatologischen Abteilung. Fallberichte beschreiben, dass zeitweise 13-32 % aller

aufgenommenen Kinder an einer NEC erkrankten [4, 5].

Schwangerschaftswoche Mittleres Alter bei
bei Geburt Erkrankungsbeginn [d]
<28 22
28-32 13
32-36 4
>36 2

Tabelle 1: Erkrankungszeitpunkt in Abh&ngigkeit vom Schwangerschaftsalter,
Vermont-Oxford-Network

Einige Studien verweisen auf einen Anstieg der Erkrankung in den letzten Jahren.
Dies ist auf eine verbesserte perinatale Versorgung und den damit verbundenen

Anstieg Uberlebender Frihgeborener zurickzuflhren [1].



Die Datenlage zur Letalitédt der NEC ist sehr heterogen. Wahrend in alteren Studien
eine Letalitdt von bis zu 78 % angegeben wird, zeigt sich in neueren

Datenerhebungen eine groRe Varianz in der angegebenen Letalitat (4-50 %) [6-9].
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Abbildung 1: Erkrankungshaufigkeit in Abhangigkeit vom Geburtsgewicht, Vermont-Oxford-Network

1.2 Atiologie

Seit der Erstbeschreibung der NEC wurden mehrere Risikofaktoren fur die
Entstehung einer NEC identifiziert. Als gesichert gelten u.a. Fruhgeburtlichkeit,
niedriges Geburtsgewicht, ein persistierender Ductus arteriosus nach der Geburt,
Formula-Ernahrung, Eklampsie und ein Drogenmissbrauch der Mutter [10-15].
Abgesehen von der Frihgeburtlichkeit und der damit verbundenen Unreife des

Kindes herrscht Uneinigkeit Uber die Relevanz der verschiedenen Risikofaktoren.

Zahlreiche Erklarungsmodelle mit unterschiedlichen Ansatzen fur das Entstehen
einer NEC wurden in den vergangenen Jahren entwickelt. Santulli et al. haben 1975
erstmals ein Modell einer multifaktoriellen Genese beschrieben [14]. Die von der

Arbeitsgruppe formulierte Trias umfasst:

1. Ischamische Schadigung der Mukosa
2. Darmbesiedlung mit Bakterien

3. Orale Ernahrung als metabolisches Substrat.



Neben der Fruhgeburtlichkeit scheinen nach heutiger Ansicht die genannten
Faktoren fur die Erkrankung zu pradispositionieren. Auf die Trias wird in den

folgenden Abschnitten im Einzelnen eingegangen.

1.2.1 Ischamische Schadigung der Mukosa
Frihgeborene sind anfalliger gegenlber Hypoxie und intestinaler Ischamie, da die

Fahigkeit zur Regulation des Gefal3widerstandes nur unzureichend entwickelt ist
[16]. Kommt es pra-, peri- oder postnatal zu einer Asphyxie oder Hypoxamie, haben
Kinder unter diesen Umstanden ein erhdhtes Risiko, eine NEC zu entwickeln. Die
mdglichen Ursachen der Asphyxie/Hypoxamie sind zahlreich. Angeborene
Herzfehler, offener Ductus Botalli, Atemnotsyndrom, Apnoephasen, Gebu-
rtskomplikationen, wiederholte diagnostische Blutenthnahmen mit daraus folgender
Anamie oder Gefallspasmen, die durch Umbilikalkatheter induziert werden, sind nur
einige Ursachen, die zu mesenterialen Perfusionsschwankungen fuhren kdnnen.
Kommt es zu einer Unterversorgung der Mukosa mit Sauerstoff, kann dies zu
Mukosaschaden flhren [17].

Die Behauptung, dass Hypoxie zu Mukosaschaden fuhrt, konnte in
tierexperimentellen Studien nachgewiesen werden. Bei neonatalen Welpen konnten
Barlow et al. nach zwei Stunden Hypoxie bei 10 % Sauerstoff Mukosaschaden
nachweisen. In einem weiteren Versuchsansatz fihrte Hypoxie bei neugeborenen
Ratten zu intestinalen Nekrosen [18].

Inwiefern die Hypoxie bzw. ischamische Schadigung als primarer Ausléser der NEC
eine Rolle spielt oder aber die Folge einer anderen Noxe ist, gilt zum gegenwartigen
Zeitpunkt als umstritten. Es wird diskutiert, dass die initiale Mukosaschadigung nur
die Basis fur eine erhdhte Permeabilitdt der Schleimhaut ist und damit die Invasion
von Bakterien und anderen intraluminalen Bestandteilen wie Nahrung oder

Medikamenten erleichtert.

1.2.2 Darmbesiedlung mit Bakterien
Der Darm des gesunden Neugeborenen wird innerhalb der ersten Lebenswoche mit

aeroben und anaeroben Bakterien kolonisiert. Bei frihgeborenen Kindern lasst sich
im Unterschied zu Reifgeborenen eine abweichende intestinale Flora mit
Uberwiegend gramnegativen Aerobiern und wenigen Anaerobiern nachweisen. Bei

diesen Kindern fehlt die Besiedlung mit Laktobazillen und Bifidobakterien, wie sie bei



gestillten, reif geborenen Kindern stattfindet [4]. Verschiedene Autoren vermuten
einen Zusammenhang zwischen der gastrointestinalen Fehlbesiedlung und der
Entwicklung einer NEC. Bell et al. zeigten, dass Kinder mit einer NEC haufiger mit
gramnegativen Organismen gastral und intestinal kolonisiert waren als andere, nicht
an NEC erkrankte Kinder [19]. Bei kranken Kindern ist der physiologische Prozess
der bakteriellen Besiedlung haufig aufgrund der Applikation von Antibiotika,
aufgeschobener oraler Nahrungszufuhr und verminderter Peristaltik verzdgert.
Daruber hinaus scheint der Entbindungsmodus (Kaiserschnitt vs. vaginale
Entbindung) einen Einfluss auf die bakterielle Kolonisation des Darms zu haben [20].
Weniger Magensaure und weniger sezernierte Proteasen begunstigen bakterielles
Wachstum. Dies kann eine Fehlbesiedlung beglnstigen [21].

Die Hypothese, dass der NEC eine infektidse Genese zugrunde liegt, wird durch
mehrere Beobachtungen gestitzt: Oral applizierte, schwer resorbierbare Antibiotika
erwiesen sich als schutzend [22] und in der Muttermilch enthaltene
antiinflammatorische Bestandteile, wie Interleukin 10, Immunglobuline (IgG und IgA)
und immunkompetente T- und B-Lymphozyten, scheinen eine protektive Wirkung zu
haben [23].

Bislang ist es nicht gelungen, einen NEC-spezifischen Erreger zu identifizieren.
Sowohl Standortflora als auch pathogene Keime konnten in mehreren
Untersuchungen bei erkrankten Sauglingen isoliert werden. Die isolierten Keime
umfassen Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Clostridium spp., Klebsiella
spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp. und Enterococcus spp. Die Blutkulturen
sind nur in 30-35 % der an NEC erkrankten Sauglinge positiv, wobei Klebsiella spp.
und Escherichia coli die am haufigsten isolierten Bakterien sind [24]. Offen bleibt, ob
die bakterielle Translokation in die Submukosa eine Bedingung fur die
Krankheitsentstehung darstellt oder ob Endotoxine und andere bakterielle Produkte
zu Entzindungen und auf diesem Weg zur mukosalen Schadigung fuhren, die in der

Folge die bakterielle Translokation begulnstigt [17].

1.2.3 Orale Ernahrung als metabolisches Substrat
Es besteht eine Assoziation zwischen dem Auftreten der NEC und oraler

Nahrungszufuhr. Bei der Mehrzahl aller an NEC erkrankten Kinder wurde vor
Erkrankungsbeginn die orale Nahrungszufuhr initiiert [25]. Die pathophysiologischen

Zusammenhange sind bislang nur unvollstandig geklart.



Gesteigerte Milchzufuhr erhoht die Anforderung an den Gastrointestinaltrakt, diese
zu verstoffwechseln. Das ist nur moglich, wenn der mesenteriale Blutfluss gesteigert
werden kann. Ist dies nicht moglich, kann es zu Hypoxie kommen [26].

Wesentlich ist die Art der Ernahrung. Kinder, die mit Muttermilch erndhrt werden,
haben ein vier- bis sechsfach geringeres Risiko an NEC zu erkranken im Vergleich
zu Kindern die mit Formulanahrung ernahrt werden [23, 27-29]. Die in der
Muttermilch enthaltenen immunkompetenten Zellen wie Leukozyten, Immunglobulin
A, Lysozym, Zytokine, Lactoferrin, Wachstumsfaktoren, Oligosaccharide und
probiotische Keime besitzt die Formulanahrung nicht. Diese Bestandteile fihren zu
mukosalem Schutz und neutralisieren inflammatorisch wirksame Zytokine und
Phospholipide [28]. Der Epidermal Growth Factor, als ein in der Muttermilch

enthaltener Wachstumsfaktor, fihrt direkt zur Entwicklung des Intestinaltrakts [30].

1.3 Pathologie der NEC

Die haufigste Lokalisation der NEC ist im Colon ascendens und im terminalen lleum.
In schweren Fallen kann der gesamte Intestinaltrakt einschlieRlich Osophagus,
Magen, Duodenum und Rektum befallen sein [11, 14]. Zu den typischen
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makroskopisch-pathologischen Befunden der

NEC gehdren intramurale Blutungen, Gangran
des betroffenen Darmabschnitts, Peritonitis und
submukdse Gasansammlungen.

Mikroskopisch handelt es sich um ischamisch
aussehende Koagulationsnekrosen mit
Odemen und Blutungen in der Mukosa.
Teilweise kommen pseudomembrandse Belage

auf nekrotisch ulzerierter Schleimhaut vor, die

aus Zelldetritus, fibrinbsem Exsudat und

Abbildung 2: Operationssitus eines an
Leukozyten bestehen [14, 31]. NEC erkrankten Kindes

1.4 Klinik

Die NEC zeigt ein weites Spektrum von klinischen Symptomen. Initial kommt es zu
einer unspezifischen Beeintrachtigung des Allgemeinzustandes. Unruhe oder
Lethargie, wechselnde Temperaturen, Nahrungsverweigerung, Apnoe-Episoden,

Brady- oder Tachykardien, periphere Durchblutungsstorungen und metabolische



Storungen im Sinne einer Azidose gehen der gastrointestinalen Symptomatik haufig
voraus. Bei fortgeschrittener Erkrankung kommen zusatzlich Zeichen eines
septischen Schocks, respiratorischer Insuffizienz, Blutdruckabfall, Blutzucker-

entgleisung und Gerinnungsstorungen in Form einer Verbrauchskoagulopathie hinzu.

Zur abdominalen Symptomatik zahlen Druckschmerz, geblahtes Abdomen und
Obstipation oder Diarrhoe. Im weiteren Verlauf kann es zu okkulten Blutungen oder
sichtbar blutigen und schleimigen Stuhlen, galligem oder blutigem Erbrechen,
druckempfindlicher Bauchdecke und Zeichen eines lleus kommen. Hinweise auf eine
Darmperforation und eine damit verbundene  Peritonitis sind das
Bauchdeckenerythem und tastbare Resistenzen. Typische Laborbefunde umfassen
verminderte Werte fur Natrium, einen Thrombozytenabfall und erhdhte
Entzindungsparameter wie CRP und IL-6. Zusammenfassend lasst sich feststellen,
dass das Spektrum der allgemeinen und gastrointestinalen Symptome unspezifisch
und sehr variabel ist. Dies erfordert eine wiederholte klinische Beurteilung des
Patienten. Um den Schweregrad der NEC einzustufen, entwickelten Bell et al. 1978
eine Stadieneinteilung, die sich nach klinischen, gastrointestinalen und
radiologischen Symptomen richtet. Seitdem hat sich das Patientenkollektiv auf den
neonatologischen Intensivstationen allerdings verandert: Geburtsgewicht und
Gestationsalter der Kinder sind erheblich gesunken. Die Symptome, wie sie Bell
beschrieben hat, sind relativ unspezifisch und treten auch bei anderen Entitaten wie
viralen Enteritiden, Mekoniumobstruktionen oder fokal-intestinalen Perforationen auf.
In jungster Zeit wird die Einteilung nach Bell deshalb kritisch diskutiert [32-38].

1.5 Therapie
Die Therapie richtet sich nach dem Stadium der Erkrankung. Anfangs steht die

konservative Behandlung im Vordergrund. Der Darm wird durch Nahrungskarenz und
das Anlegen einer Magensonde entlastet. Eine Antibiotikatherapie aus einer
Kombination verschiedener Antibiotikagruppen wird eingeleitet. Zum Einsatz
kommen dabei z.B. Metronidazol, Gentamicin, und Cefotaxim [39]. Zudem ist ein
Elektrolyt- und Flussigkeitsausgleich sicherzustellen. In regelmaligen Abstanden
wird der Zustand des Kindes und dabei insbesondere der des Abdomens beurteilt.
Radiologische Kontrollen (Réntgen und Ultraschall) und Laborkontrollen (CRP, IL-6,
Blutbild, Blutkulturen, Blutgasanalysen, Elektrolyte, Glucose, ggf. Prothrombin, und

PTT) helfen, eine Einschatzung vorzunehmen.
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Kommt es zur Besserung der Symptomatik, wird die Nahrungskarenz fur weitere 10
bis 14 Tage fortgefuhrt. Verschlechtert sich der Zustand des Kindes im Sinne eines
Stadiums Il bis Ill, ist eine intensivmedizinische Versorgung erforderlich [40, 41].

Die NEC erfordert eine enge Kooperation zwischen Neonatologen und
Kinderchirurgen. Der beste Zeitpunkt, an dem ein Kind operiert werden sollte, ist
nicht belegt. Daher sollte bereits bei Verdacht auf eine NEC ein Kinderchirurg
hinzugezogen werden. Pneumoperitoneum, Peritonitis, Perforation, Darmnekrosen,
Aszites, Bauchhautemphysem und eine Verschlechterung des klinischen Zustandes
gelten als Indikationen fur eine Operation. Umstritten ist die Therapie in Form des
Anlegens einer Peritonealdrainage [40, 42, 43].

Ziel der operativen Therapie ist die Resektion nekrotischer Darmteile, wobei so viel
vitales Gewebe wie mdglich erhalten bleiben sollte. AuRerdem wird der Darm durch
die Operation entlastet; Stuhl und Eiter sowie nekrotische Ablagerungen werden
entfernt. Eine primare Anastomose nach Resektion wird angestrebt, wenn nur ein
sehr kleiner Teil des Darms reseziert werden muss. Die Standardmethode ist jedoch
das Anlegen zweier Stomata, um damit den Darm zu entlasten. Entzindete
Darmabschnitte werden dadurch von der Nahrungspassage ausgeschlossen und ein
Abklingen der Entzindung wird ermdglicht. Den Darm weitestgehend zu erhalten, ist
essentiell fur das Wachstum und die Entwicklung des Kindes. Nach Resektion
nekrotischer Darmabschnitte kommt es klinisch meist zu einer Besserung.
Vitalparameter, ausgeglichener Flussigkeitshaushalt, steigende Thrombozyten,
fallende Leukozytenzahl sowie die Vitalitat des Stomas sind Indikatoren fur den

Heilungsprozess [40, 43].

1.6 Pravention
Die beste Methode der Pravention ware die Inzidenz von Frihgeburten zu senken.

Eine Verlangerung der Schwangerschaft bei drohender Frihgeburt fuhrt zu einer
Reduktion der Inzidenz des NEC. Da dies nicht immer maoglich ist, hat man versucht
das Risiko fur die Entstehung einer NEC zu verringern. In der Literatur finden sich
viele Ansatze zur Pravention der NEC, von denen lediglich die orale Nahrungszufuhr,
die Ernahrung mit Muttermilch, pranataler Einsatz von Steroiden, die enterale Gabe
von schwer resorbierbaren Antibiotika, FlUssigkeitsrestriktion [44] und der Einsatz
von Probiotika als evidenzbasiert gelten kdonnen. Dartberhinaus sprechen einige

Daten fur den Einsatz oraler Immunglobuline [45], die Gabe von L-Arginin [46], die
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Ansauerung der Milch [47], den Einsatz von Wachstumsfaktoren [48] und
Erythropoetin [49]. Allerdings kdnnen diese Ansatze aufgrund mangelnder Evidenz
nicht generell empfohlen werden. Auf die Rolle der Muttermilch und den Einsatz von
Antibiotika wurde bereits in Kapitel 1.2. eingegangen, so dass in diesem Abschnitt
die Rolle von Probiotika, die enterale Nahrungszufuhr und der pranatale Einsatz von
Steroiden erganzend erlautert werden.

Mehrere Studien beflrworten die Gabe von Probiotika zur Risikoreduktion der NEC.
Zwei jungst erschienene Metaanalysen dieser Studien kommen zu dem Schluss,
dass durch die Gabe von Probiotika das NEC-Risiko abnimmt und die Mortalitat
gesenkt werden kann [50, 51]. Lactobazillen und Bifidobakterien sind die am
haufigsten eingesetzten probiotischen Mikroorganismen. Ob in Kombination oder als
Monotherapie verwendet und welches davon das optimale Probiotikum ist, ist bislang
im direkten Vergleich nicht untersucht worden [52].

Wie unter 1.2. erwahnt, besteht ein Zusammenhang zwischen der Steigerung der
Nahrungszufuhr und dem Auftreten der NEC [53]. Unter standardisierten
Erndhrungsprotokollen in Form von Handlungsanweisungen konnte die Inzidenz um
87 % gesenkt werden. Parenterale Ernahrung, kombiniert mit kleinen Mengen oraler
Nahrung, schutzt Risikokinder vor der Entwicklung einer NEC [54].

Der pranatale Einsatz von Steroiden fuhrt u.a. zu gastrointestinaler Reifung,
verminderter Inflammation und geringerer bakterieller Translokation [55]. Mehrere
randomisierte Studien konnten eine signifikante Reduktion der NEC durch den

pranatalen Einsatz von Steroiden belegen [56, 57].

1.7 PPAR y
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor vy ist ein durch Liganden aktivierbarer

Rezeptor, der im Zellkern seine Funktion als Transkriptionsfaktor austbt. PPARYy
reguliert die Expression verschiedener Gene durch Bindung an einen Retinoid-X-
Rezeptor und konsekutive Anlagerung an eine spezifische Sequenz in der
Promotorregion, das sogenannte PPAR — Response-Element (PPRE).

Bislang wurden drei Subtypen von PPARs charakterisiert, PPARa, PPARS und
PPARy. PPARa lasst sich in der Leber, den Nieren sowie dem Herz- und
Skelettmuskel nachweisen; PPARS wird ubiquitar exprimiert; PPARYy ist insbesondere
in Adipozyten und Zellen des Immunsystems, wie T- und B-Zellen, sowie

Monozyten/Makrophagen nachweisbar. Fur PPARy konnten Fettsduren und
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Eicosanoide als natlrliche Liganden identifiziert werden, woraufhin dem Rezeptor
eine Funktion im Glucose- und Fettstoffwechsel zugeschrieben wurde. Das

Prostaglandin-D, und sein Derivat 15-deoxy-A'*™

-prostaglandin-J, sind ebenfalls
Liganden am PPARYy, allerdings mit unterschiedlichen biologischen Effekten wie
Vasodilatation, Inhibition der Plattchenaggregation und verminderter
Entzindungsreaktion [58]. In der Folge wurde gezeigt, dass potente
Thiazolidinedione (sogenannte Insulinsensitizer) Agonisten am PPARy sind und eine
glucoseregulierende Wirkung haben. Diese Eigenschaft fihrte 1997 zur Zulassung
mehrerer Thiazolidinedione zur Behandlung von Dyslipidamie und Diabetes mellitus
Typ 2. Nach schweren Nebenwirkungen bei dem Praparat Troglitazon werden heute
Rosi- und Pioglitazon weiter eingesetzt, da diese Uber eine minimal veranderte
chemische Struktur verfigen und auf diese Weise die bei Troglitazon beobachteten
toxischen Metabolite nicht entstehen.

Der Wirkmechanismus ist in Abbildung 3 dargestellt. Nach der Ligandenbindung
erfolgt die Heterodimerisierung mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) oder NFkB. Im
Fall einer Bindung an den RXR bilden diese gemeinsam mit weiteren Co-Aktivatoren
einen aktiven Transkriptionskomplex. Der Komplex bindet sequenzspezifisch an

PPREs in der Promoterregion von Zielgenen und fuhrt zu deren Transkription [59].
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Abbildung 3: Nach Ligandenbindung erfolgt die Heterodimerisierung mit dem
Retinoid-X-Rezeptor. Gemeinsam bilden diese mit weiteren Co-Aktivatoren einen
aktiven Transkriptionskomplex. Der Komplex bindet sequenzspezifisch an response

13



elements (PPREs) in Zielgenen. Alternativ kommt es direkt nach Aktivierung zur
Heterodimerisierung mit NFkB und Bindung an ein NFkB-Response-Element. Quelle:
http://ppar.cas.psu.edu/

Die Zahl der identifizierten ,response elements® wachst stetig. Eine aktuelle
Ubersicht ist in Tabelle 2 gezeigt. Erfolgt die Bindung an NF«B, fihrt diese zu einer
verminderten Transkription von COX-2, IL-1 und TNF.

In den vergangenen Jahren ist die Bedeutung von Thiazolidinedionen durch neue
Forschungsergebnisse stetig gewachsen. Neben der glucoseregulierenden Wirkung
erwies sich PPARYy und der Einsatz von PPARy-Liganden als antiinflammatorisch. Su
et al. zeigten in vitro, dass Darmzellen, die mit proinflammatorischen Zytokinen und
PPARy-Agonisten co-kultiviert werden, eine geringere Entzindungsantwort
hervorrufen als ohne PPARy-Agonisten. Die Wirkung wird mit einer verminderten
Aktivierung von NFxB von der Arbeitsgruppe begrindet [60]. Imamoto konnten einen
weiteren Mechanismus belegen, der die Inflammation abschwacht, indem PPARy-
Liganden zur verminderten Expression von CD11b/CD18 auf Leukozyten fihren und
VCAM-1 auf Endothelzellen vermindert exprimiert wird. Die Folge ist eine
verminderte Bindung zwischen Monozyten und Endothelzellen und eine geringere
Infiltration von Granulozyten in entzindetes Gewebe [61]. Verschiedene
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Gabe von PPARy-Liganden zu
verminderter Kolitis im Tiermodell fuhrt [62]. Bassaganya-Riera et al. zeigten in
einem PPARy-Knock-out-Mausmodell, dass PPARy-defiziente Tiere eine signifikant
schwerere Kolitis entwickeln, wenn diese experimentell induziert wird. Tiere mit
intakter PPARy-Funktion und -Aktivierung durch Liganden wiesen eine verminderte
TNFa-Expression und NFxB-Aktivierung sowie eine vermehrte Expression von
immunregulatorischen TGF@;, auf [63]. Von besonderem Interesse sind neuere
Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass mit Rosiglitazon behandelte Mause
eine geringere intestinale Organschadigung nach Ischamie/Reperfusion (I/R)
aufweisen. Die Autoren fuhren diesen Effekt ebenfalls auf die Hemmung von NFxB
und der verminderten Bildung von TNFa und ICAM-1 zurlick [59, 64-66]. Der im
Tierversuch wiederholte Nachweis einer geringeren intestinalen Schadigung nach
Gabe von Rosiglitazon in einem Kolitis-Modell fuhrte zu einer Studie an einem
kleinen Patientenkollektiv, in der der Effekt von Rosiglitazon auf den

Krankheitsverlauf einer therapierefraktaren Colitis ulcerosa gemessen wurde. Der
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Einsatz fihrte bei einem Viertel der Studienpopulation zur Krankheitsremission.
Diese Daten konnten Anlass sein, eine randomisierte Studie mit einer groleren
Patientenzahl zu initileren [67]. Die antiinflammatorische Wirkung ist flr die Therapie
der NEC von besonderem Interesse, insbesondere da eine hohe Expression von
PPARYy in Kolonepithelien nachgewiesen werden konnte. Randomisierte Studien zum
Einsatz der TZD bei Kolitis fehlen trotz der vielversprechenden Daten bislang, so

dass ein Einsatz dieser Medikamente nicht empfohlen werden kann.

Gen PPRE Funktion des Gens
Konsensus TGACCTnTGACCT

, TGACCTITGTCCT beta-Oxidation im
Acyl-CoA Oxidase (ACO) TGACCTtCTACCT Peroxisom
Bifunctional protein (enoyl- TGAACTaTTACCT beta-QX|dat|on im
CoA hydratase) Peroxisom
Acyl-CoA Synthetase TGACTGaTGCCCT E:?;rng von Acyl-CoA
Cytochrome P450I1VAG TCACTTITGCCCT Omega Oxidation von

TGGCCTtTGTCCT >
(CYP4AG6) TGACCTTGCCCA Fettsauren
HMG-CoA Synthetase AGACCTtTGGCCC Ketogenese
L-fatty acid binding protein
(L-FABP) TGACCTaTGGCCT Fetttransporter
Adipocyte fatty acid binding | 1o AACTCTGATCC | Fetttransporter
protein (aP2)
. - Hydrolyse von

Lipoprotein Lipase (LPL) TGCCCTtTCCCCC Triglyceriden
apoA-I TGACCCcTGCCCCT | Bestandteil von HDL
apoA-Il CAACCTITACCCT Bestandteil von HDL

Tabelle 2: PPARY response elements mit entsprechendem Zielgen; aktivierte PPARYy
erkennt AGGTCA oder TGACCT und fuhrt zur Bindung und konsekutiven
Transkription. Quelle: http://ppar.cas.psu.edu/

1.8 Trefoil factor 3 (TFF-3)
Trefoil (Kleeblatt)-Peptide sind eine Klasse regulatorischer Proteine, deren Funktion

der Schutz und die Reparatur der Mukosa im Gastrointestinaltrakt ist.

Bislang wurden drei Formen von TFFs identifiziert: TFF-1 (vorher pS2), TFF-2

(vorher spasmolytic peptide) und TFF-3 (vorher Intestinal Trefoil Factor). Allen

gemeinsam ist die Genlokalisation auf Chromosom 21g22.3 auf einem 50kb-

Abschnitt. DartUber hinaus weisen diese Proteine die sogenannten Kleeblatt-

Doménen in der Faltungsstruktur auf, die eine aulierordentliche Resistenz
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gegenuber proteolytischen Enzymen gewahrleistet. Diese Resistenz wird durch
Disulfid-Cysteinbricken vermittelt [68].

Im gesunden Organismus wird TFF-1 und -2 vorwiegend im Magen exprimiert. Im
Gegensatz dazu findet man TFF-3 Uberwiegend im Dudnn- und Dickdarm. Fur alle
drei Formen ist die vermehrte Expression bei entziundlichen Erkrankungen wie M.
Crohn oder Magenulcera beschrieben. Uber die Regulation von TFF-3 ist nur wenig
bekannt. Ebenfalls ist bislang unbekannt, GUber welche Rezeptoren und Signalwege
die Funktionen von TFF vermittelt werden. Als gesichert gilt, dass TFF-3 in
Becherzellen gebildet wird und einer basalen Transkription unterliegt. Kommt es zur
Entzindung steigt die Expression rasch an [69]. Als expressionssteigernder Faktor
ist HIF-1 identifiziert. Furuta et al. haben gezeigt, dass es durch die Bindung von HIF-
1 an die Promotorregion von TFF-3 in Zelllinien unter Hypoxie zur gesteigerten

Expression von TFF-3 kommt [70].

1.8.1 Zusammenhang von TFF und NEC
Fur TFF-3 konnte ein protektiver Effekt auf die Mukosa nachgewiesen werden. In

einem Tiermodell an Mausen wurde Kolitis durch orale Gabe von Dextran Sodium
Sulfat induziert. Bei TFF-3-Knock-out-Mausen entwickelten 60 % der Tiere blutige
Diarrhoen und verstarben, wahrend in der Kontrollgruppe lediglich 10 % der Tiere
Krankheitssymptome zeigten. Die histologische Aufarbeitung zeigte das erwartete
Bild einer ulzerierenden Kolitis in der Versuchsgruppe und konnte beweisen, dass
keine Restitution stattgefunden hatte [71]. Unter Restitution versteht man den
Prozess der Zellmigration von Epithelzellen zum Verschluss oberflachlicher Defekte
an der Schleimhaut, ein Prozess der offensichtlich durch TFF-3 beeinflusst wird [72,
73].

Ergebnisse von Tierversuchen unterschiedlicher Arbeitsgruppen lassen eine Rolle
von TFF-3 in der Pathogenese der NEC vermuten. Furuta et al. zeigten, dass die
Zugabe von Anti-TFF-3-Antikdrpern in einem Verlust der Barrierefunktion in
Epithelzellen des Darms nach Hypoxie resultiert [70]. Eine andere Studie von Lin et
al. konnte zeigen, dass unreife neugeborene Ratten einen Mangel an TFF-3
aufweisen und dass dieser reifeabhangig gebildet wird [74]. Dass der Mangel an
TFF-3 bei unreifen oder neugeborenen Tieren eine Rolle spielt, wurde in zwei
weiteren NEC-Modellen im Tierversuch belegt: Carrasco et al. haben bei 18 Tage

alten Ratten in einem I/R-Modell gezeigt, dass TFF-3 vor ischamischen Schaden
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schitzt und zu einer zugigeren Heilung flhrt [75]. Zhang et al. induzierten im
Tiermodell eine NEC bei unreifen Ratten und konnten den protektiven Effekt, die
verminderte Entziindung, die rasche Restitution und die Verhinderung von Apoptose

nach Gabe von rekombinanten TFF-3 ebenfalls belegen [76].

Vestergaard et al. untersuchten inwiefern sich TFF in der Muttermilch von stillenden
Muttern Fruhgeborener und reif geborener Kinder nachweisen lasst. Fur TFF-1
konnte kein Unterschied hinsichtlich der Serumkonzentration stillender und nicht
stilender Mutter gemessen werden. Es konnte aber gezeigt werden, dass die
Konzentration von TFF-3 in Muttermilch nach der Geburt etwa zehnmal héher ist als
im Serum nicht stillender Individuen. Dartber hinaus konnte die Arbeitgruppe zeigen,
dass die Konzentration von TFF-3 wenige Tage nach der Geburt drastisch abnimmt
[77]. Gerade in der Zeit der hochsten Vulnerabilitat des kindlichen Darms ist die

Konzentration von TFF-3 in der Muttermilch am hochsten.

1.9 Caspase-3, eine essentielle Protease in der Kaskade der Apoptose
Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefuhrten Tierversuche untersuchten wir den

protektiven Effekt von PPARy-Agonisten auf den Darm. Ein Mal fur den
erfolgreichen Schutz ist die verminderte Aktivierung der Apoptosekaskade, die
mittels der Aktivitat der Caspase-3 gemessen wurde.

Unter Apoptose versteht man den programmierten Zelltod durch das allmahliche
Erléschen einzelner Zellfunktionen. Apoptose ist ein stark regulierter Prozess und
unterscheidet sich von der Nekrose, einer anderen Form des Zelltodes, bei der es zu
unkontrollierter Zelllyse kommt. Die Abbildung 4 zeigt den extrinsichen und
intrinsichen Weg, die gemeinsam zur Aktivierung der Apoptose fluhren.

Bei dem im linken Bildteil dargestellten Weg, der auch als extrinsischer bzw.
Rezeptor aktivierter Signalweg bezeichneten Kaskade, kommt es durch CD95-
Liganden am Fas-Rezeptor zur Rekrutierung der Procaspase-8. Die proteolytische
Spaltung der Procaspase-8 fuhrt zur aktiven Caspase-8, die dann wiederum die
Caspase-3 aktiviert.

Die Einleitung der Apoptosekaskade kann alternativ Uber den sogenannten
mitochondrialen Signalweg erfolgen. Kommt es zu Schaden an der DNA, die durch

zelleigene Reparaturmechanismen nicht behoben werden konnen, induziert die
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beschadigte DNA die Apoptose. Uber eine Reihe komplexer mitochondrialer
Prozesse kommt es Uber die Aktivierung von Cytochrom c¢ zur Bildung des
Apoptosoms. Das Apoptosom spaltet dann die Procaspase-3 zur Caspase-3.
Extrinsischer und mitochondrialer Signalweg munden also mit der Aktivierung der
Caspase-3 in der gemeinsamen Endstrecke des programmierten Zelltodes. Als Folge
der Aktivierung wird die Schrumpfung der Kerne, der Verlust der Zellmembran und

die Fragmentierung der DNA in Nukleosomen nachweisbar [78-80].
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Abbildung 4: Darstellung der beiden Wege, die zu Apoptose in menschlichen Zellen
fuhren. Gemeinsame Endstrecke der Kaskaden ist die Spaltung von Procaspase-3
zu Caspase-3 [81].
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1.10 Induzierbare NO-Synthase (iNOS) ist ein Marker der Inflammation
in Enterozyten bei NEC
Drei Isoformen der NO-Synthasen sind bekannt. Die konstitutive Form (cNOS) gibt

es in neuronalem (nNNOS) oder in endothelialem Gewebe (eNOS). Eine dritte Form
wird nach Induktion durch bestimmte Zytokine, Mikroben und bakterielle Produkte
exprimiert und wird induzierbare NO-Synthase (iINOS) genannt [82]. Allen
gemeinsam ist die Synthese von NO. Bei der Oxidation des terminalen Stickstoffs
von L-Arginin entsteht NO und, als Nebenprodukt, Citrullin.

Die NO-Synthese durch cNOS ist im Verlgeich zu iINOS gering und schitzt vor

experimentell induzierter Enterokolitis, indem die intestinale Perfusion durch kleine
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Mengen NO aufrechterhalten wird. Experimentell konnte gezeigt werden, dass cNOS
durch L-Arginin und L-Carnitin stimuliert wird und auf diese Weise NO freigesetzt
wird [83]. Im Gegensatz dazu ist eine kontinuierliche vermehrte Expression von NO
durch erhdéhte iINOS-Expression bei intestinalen Entzindungsprozessen schadlich.
Nach Behandlung von Darmzellen mit dem Oxidans Peroxynitrit kommt es zur
Aktivierung der Caspase-3 [84].

Umgekehrt konnte in Darmpraparaten von NEC-Patienten eine gesteigerte iNOS-
Expression nachgewiesen werden. Eine erhdohte iNOS-Expression geht mit

Apoptose in Enterozyten und nitrierten Proteinen in intestinalen Villi einher [85].
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1.11 Fragestellung

Die Unreife als Hauptrisikofaktor einer nekrotisierenden Enterokolitis ist bislang nur
unvollstandig verstanden. Entwickeln Neugeborene eine NEC, kommt es zur
Entzindung in den betroffenen Darmabschnitten. Inwieweit die Unterdruckung der
Entzindung zu einem gunstigeren Krankheitsverlauf fuhren kann und welche
molekularen Mechanismen dabei eine Rolle spielen, ist unklar.

Es konnte wiederholt gezeigt werden, dass PPARy-Agonisten neben der
glucoseregulierenden Wirkung eine entzindungshemmende Wirkung haben.

Das Ziel dieser Arbeit war zu untsuchen, ob die pranatale Gabe von PPARy-
Agonisten vor experimentell induzierter Enterokolitis bei Neugeborenen im
Tiermodell schitzt und einen Zusammenhang zwischen der Expression von TFF-3
und der Gabe von PPARy-Agonisten besteht. Dazu wurde die Integritat der
Darmbarriere und die Apoptose von Enterozyten frihgeborener Ratten nach

Induktion einer Enterokolitis als Maf fur die Schadigung gemessen.
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2. Material und Methoden
2.1 Gerate

Ultraschallgerat, Sonoplus HD60, Bandelin, Berlin, Deutschland

Zentrifuge MR 1822, Jouan, Basingstoke, UK

Thermomixer 5436, Eppendorf, Deutschland

pH Meter 761, Calimatic, Knick, Berlin, Deutschland

Photometer UV-160A, Shimadzu, Duisburg, Deutschland
Elektrophoresekammer Mighty Small, Ho&fer, Novodirect GmbH, Kehl,
Deutschland

Elektrophoresestromgerat PowerPac300, Hofer, Kehl, Deutschland
Tankkammer TE 22, Hofer, Novodirect GmbH, Kehl, Deutschland

Stromgerat EPS 2A200, Hofer, Novodirect GmbH, Kehl, Deutschland
Entwicklungsmaschine X-OMAT Multiloader 300 plus, Kodak, Rochester, USA
Hyperfilm, Amersham Bioscience, Buckinghamshire, UK

GS-710 Calibrated Imaging Densitometer, Bio Rad, Hercules, USA
Thermocycler Mastercycler 5330, Eppendorf, Deutschland

ABI Prism 7000, Applied Biosystems, Foster City, USA
Elektrophoresekammer Agagel Mini, Biometra, Gottingen, Deutschland

UV Solo, Biometra, Géttingen, Deutschland

2.2 Kits

Colorimetric Assay Kit, R&D Systems, Minneapolis, USA
Rneasy, Qiagen, Hilden, Deutschland

RT-Kit, Ambion, Foster City, USA

RT-PCR-Kit, Eurogentec, Seraing, Belgien

Software Quantity One, Bio Rad, Hercules, USA
Graphpad Prism 4, GraphPad Software, LaJolla, USA
EndNote X2, Thomson, USA
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2.3 Methoden

2.3.1 Tierversuch
Die Tierversuche wurden nach einem Protokoll durchgefihrt, das vom Landesamt flr

Gesundheit und technische Sicherheit Berlin (LaGetSi) genehmigt wurde
(G0175/05).

Wistar-Ratten wurden aus der Zichtung der Charité bezogen.

Tragende Ratten wurden ab dem 13 Tag mit Standardfutter oder mit Futter, dass 250
mg Pioglitazon/ kg enthielt ad libitum gefuttert (Sniff-Spezialdiaten GmbH, Soest).
Schwangere Ratten wurden am 18., 19. und 20. Schwangerschaftstag in
Ethernarkose nach zervikaler Dislokation entbunden und sofort getdtet oder es
wurde die spontane Geburt, die in der Regel nach 21-22 Tagen Schwangerschaft

stattfindet, abgewartet.

Nomenklatur und Anzahl der Tiere in den jeweiligen Versuchsgruppen
Vorzeitig entbundene Tiere werden mit dem Tag der Schwangerschaftsdauer
bezeichnet, d.h. d20 steht fur ein Feten der am Tag 20 der Schwangerschaft
entbunden wurde.

d18 4 Tiere

d19 7 Tiere

d20 10 Tiere

d20+Pio 11 Tiere
Spontan geborene Tiere wurden mit ,G* und den Lebtagen bis zur Toétung
bezeichnet. G2 steht fUr ein Tier, dass spontan geboren wurde und 2 Tage nach der
Geburt  getdtet  wurde. H/R steht  fur  die Tiere die dem
Hypoxie/Reoxygenierungsversuch unterzogen worden ( siehe 2.3.2). Pio steht fur
Tiere deren Mutter in der Schwangerschaft Pioglitazon erhielten.

G2 Kontrolle 23 Tiere

G2 + Pio 10 Tiere

G2 H/R 14 Tiere

G2 H/R +Pio 15 Tiere

G2 H/R +Pio +T007 7 Tiere

G7 Kontrolle 4 Tiere

G7 Ciglitazon 5 Tiere
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Erwachsene Kontrolle10 Tiere

Erwachsene H/R 12 Tiere

2.3.2 Hypoxie/Reoxygenierung (H/R)
Bei neugeborenen Ratten wurde eine nekrotisierende Enterokolitis nach dem von

Okur et al. entwickelten Protokoll induziert. Dazu wurden die Tiere am ersten
Lebenstag 5 Minuten in eine mit 100 % CO, geflutete Kammer gesetzt. Nach dieser
Zeit erscheinen die Tiere zyanotisch und dyspnoisch. Im Anschluss daran wurde die
Kammer fir 5 Minuten mit 100 % O, geflutet. Die Versuche fanden bei
Raumtemperatur statt. Nach dem Versuch wurden die Tiere zurlick zu ihrer Mutter

gesetzt.

2.3.3 Intraperitoneale Gabe von Ciglitazon
Spontan geborenen Ratten wurde am 6. Lebenstag der PPARy-Agonist Ciglitazon

(Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) intraperitoneal gespritzt. Die verwendete
Dosis betrug 10 mg/kg. 24 Stunden spater erfolgte die Toétung und

Probengewinnung.

2.3.4 Probengewinnung
Die Totung der Tiere erfolgte 24 und 48 Stunden nach dem H/R Versuch. Nach

inhalativ verabreichter Narkose mit Diethylether erfolgte die Tétung durch zervikale
Dislokation. Fir die Versuche wurde Gewebe aus dem distalen lleum entnommen.
Die Proben wurden sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurden die Proben bei -80 °C konserviert.

2.3.5 Proteinextraktion zum Nachweis von TFF-3
Darmabschitte von 5 cm Lange wurden in 300 pl destilliertem Wasser, versetzt mit

Proteinase-Inhibitoren, aufgenommen. Um den Darm zu homogenisieren, wurde
dieser mit einer Schere zerkleinert und anschliel’end mittels Kanulen absteigender
Grolle (18-21-23 G) wiederholt aufgezogen (,needle-and pestle“-Lyse). Das
entstandene Homogenat wurde mit 5 Ultraschallzyklen behandelt, um die letzten
Zellverbande zu I6sen und die Zellen aufzuschlieRen und anschliefend 5 min lang
bei 10.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieend in ein neues
Eppendorf-Gefaly Ubertragen und die Proteinkonzentration nach Bradford bei 595 A

bestimmt. Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden durch Verdunnung

23



angeglichen, um einen Vergleich zwischen den Proben nach dem Denaturieren zu
gewabhrleisten. Im nachsten Schritt wurden die Proteine 5 min bei 100 °C gekocht
und anschlieBend 5 min bei 10.000 g und 4 °C zentrifugiert. Man nutzt dabei die
Hitzestabilitdt von TFF-3, die nicht wie bei anderen Proteinen ausfallt. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorf-Gefald Ubertragen und bei -80 °C bis zur weiteren

Verwendung eingefroren.

Proteinase-Inhibitoren fiir 1 ml destilliertes H,O

10 ul Aprotinin 10 pg/u,l ICN Biomedicals, Frankfurt, Deutschland
10 ul Leupeptin 10 mM, Sigma, Taufkirchen, Deutschland

5 ul NEM Sigma, Taufkirchen, Deutschland

2,5 ul PMSF Sigma, Taufkirchen, Deutschland

2.3.6 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 10 pl Probe mit 490 ul NaCl 0,9 %
und 500 pl Bradford Reagenz versetzt und anhand einer zuvor angefertigten
Standardkurve bei einer Wellenlange von 595 A nach 5 Minuten Inkubation

vermessen.

Bradford Reagenz Sigma, Taufkirchen, Deutschland

2.3.7 SDS PAGE
In der Gelelektrophorese nach Lammli werden denaturierte Proteine im elektrischen

Feld nach ihrer Grol3e aufgetrennt. Die Ladung der Proteine wird zuvor durch die
Zugabe von anionischen Detergens SDS neutralisiert. Zur Trennung der Proteine bei
angestrebtem TFF-3-Nachweis wurde ein 15%iges Trenngel und ein 5%iges
Sammelgel verwendet. Die Proteinldsung wurde auf Eis schonend getaut, mit 4-fach
konzentriertem Probenpuffer versetzt, anschlielend bei 95 °C fur 5 min gekocht und
danach 10 pg Protein pro Tasche aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte unter

folgenden Bedingungen:
1. 30 min bei 20 mA. In dieser Zeit bildeten die Proteine eine einheitliche

Lauffront im Sammelgel.

2. 65 min bei 30 mA bis die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht hat.
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Trenngel 15 % 15 ml Monomer (Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1) Fluka
10 ml Resolving Gel Buffer
0,4ml 10 % SDS
14,4 ml Aqua dest.
20 ul Temed Sigma, Taufkirchen, Deutschland
0,2ml 10 % APS

Sammelgel 4,5 % 2,01 ml Monomer (Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1)
5 ml Stacking Gel Buffer
0,2ml 10 % SDS
12,67 ml Aqua dest.
8 ul Temed
0,7ml 10 % APS

2.3.8 Western Blot
Als Referenzprobe fluhrten wir in jedem Western Blot die gleiche Kontrollprobe mit.

FUr den Proteintransfer wurde die PVDF-Membran 30 sec in Methanol inaktiviert,
dann 2 min in destillietem Wasser gewaschen und weitere 5 min in Tankpuffer
equilibriert. Gleichzeitig wurde das Trenngel 5 min in Tankpuffer gelegt, um dieses
vor dem Austrocknen zu schitzen. Das Whatman-Papier wurde ebenfalls mit
Tankpuffer getrankt. Bei der Zusammenstellung des Sandwichs wurden darauf
geachtet, dass keine Luftblasen zwischen Gel und PVDF-Membran liegen.
Blotbedingungen: 300 mA fir 2 Stunden.

Nach dem Blotten wurden die Membranen tber Nacht in 5%iger Magermilch bei 4 °C

geblockt.

Tankpuffer:

300 ml Methanol J.T. Baker, Phillipsburg, USA
150 ml 10x Ladmmli Puffer

1050 ml destilliertes H,0

10x Ldmmli Puffer (pH 8,3 bis 8,8)
30,3 g (0,025 M) Tris-base Sigma, Taufkirchen, Deutschland
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144,2 g (0,192 M) Glycin Serva, Heidelberg, Deutschland
109 10 % SDS Sigma, Taufkirchen, Deutschland
mit destillierten H,O auf 1 | aufgefiillt

Magermilch

2,6 g Magermilchpulver  Roth, Karlsruhe, Germany

50 ml t-TBS

t-TBS pH 7,5

10 mM Tris-base Sigma, Taufkirchen, Deutschland

100 mM NaCl Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
0,1 % Tween 20 Sigma, Taufkirchen, Deutschland

2.3.9 Antikorperinkubation
Zum Nachweis von TFF-3 wurde der polyklonale Antikérper der Firma Santa Cruz,

USA, a-ITF (sc18272) verwendet. Der Antikdrper wurde in einer Verdinnung von
1:500 in 1 % Magermilch angesetzt. Die Uber Nacht geblockte Membran wurde fur
eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem Antikorper inkubiert. Um nicht gebundene
Antikdrper zu entfernen, wurde die Membran 4-mal 15 min in t-TBS gewaschen.
Anschliel3end erfolgte die Inkubation fur eine weitere Stunde bei Raumtemperatur mit
dem zweiten Antikorper (Peroxidase Conjugated Affinity Purified Anti-GOAT IgG
(H&L) (Donkey) Rockland) in 3 % Magermilch in einer Verdunnung von 1:2000.

Danach wurde die Membran fir 4-mal 15 min in t-TBS gewaschen.

2.3.10 Entwicklung
Die Membran wurde in handelslblicher Frischhaltefolie und fir 5 min mit

Chemiluminescent Substrat (je 1 ml Perox. Solution + 1 ml Enhancer Solution der
Firma Pierce) inkubiert. AnschlieRend wurde samtliche Flussigkeit entfernt und die
Membran fur 5 Minuten auf einen Rontgenfilm gepresst. Der so belichtete Film wurde

anschliefend entwickelt.

2.3.11 Densitometrie
Die Banden von TFF3 wurden densitometrisch am GS-710 Calibrated Imaging

Densitometer der Firma Bio Rad gemessen und mit Quantity One der Firma Bio Rad

ausgewertet.
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2.3.12 Permeabilitatsmessung
Die Integritat und damit die Barrierefunktion der Darmwand wurde nach Tagesson et

al. bestimmt [70, 86]. Die Versuchstiere wurden in drei Gruppen aufgeteilt. Nach
einer Nuchternperiode von 4 Stunden wurde Gruppe eins 24 Stunden und Gruppe
zwei 48 Stunden nach Hypoxie/Reoxygenierung FITC-Dextran 4 kDa (60 mg pro
100g Korpergewicht) Uber die Magensonde verabreicht. Gruppe drei diente als
Kontrollgruppe ohne H/R-Versuch. Nach 4 Stunden erfolgte die Tétung der Tiere und
Blut wurde zur weiteren Untersuchung entnommen. Das Blut wurde anschlie3end 10
min bei 2000 g zentrifugiert. Pro Probe wurden 50 pl Serum eingesetzt. Die
fluoreszenzspektrometrische Messung erfolgte als Doppelbestimmung bei 485 nm
und 535 nm. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand einer Standardreihe flr

FD-4-Fluoreszenz.

2.3.13 Hemmung von PPARYy
Versuchstiere, deren Mutter wahrend der Tragzeit mit Pioglitazon geflttert wurden,

wurden vor Hypoxie/Reoxygenierung in zwei Gruppen aufgeteilt. Bei einer Gruppe
erfolgte die Hemmung der Pioglitazonwirkung durch T007, die andere Gruppe diente
als Kontrollgruppe.

TOO7 ist ein PPARy-Antagonist, der wie folgt geldst wurde:
2-Chloro-5-nitro-N-(4-pyridyl)benzamide gelést in DMSO (5 mg/0,667 ml), im
Verhaltnis 1:5 in Cremophor (BASF, Ludwigshafen, Deutschland) geldst und
anschliellend im Verhaltnis 1:10 in PBS verdinnt. Davon wurden 100 uwl/10 g

Korpergewicht eine Stunde vor Hypoxie/ Reoxygenierung intraperitoneal gespritzt.

2.3.14 Caspase-3 Kolorimetrischer Assay
Caspase-3 ist eine intrazellular vorliegende Cystein-Protease, die als Proenzym

vorliegt. Aktiviert wird das Enzym wahrend der Kaskade, die letztendlich zur
Apoptose fuhrt. Die Caspase-3 gilt als ein essentielles Enzym zur Vollendung der
Apoptose. Ein Test-Kit der Firma R&D Systems, Wiesbaden, ermdglicht die

Aktivitatsbestimmung der Caspase-3 anhand einer Farbreaktion.

Prinzip des Verfahrens
Ein Caspase-3-spezifisches Protein, an das p-nitroanaline (pNA) gebunden ist, wird
in die zu bestimmende Losung gebracht. In Abhangigkeit von der Aktivitat der

Caspase-3 wird unterschiedlich viel pNA abgespalten und damit freigesetzt. pNA
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wird anschlieRend bei einer Wellenlange von 405 nm im Fluoreszenzphotometer
vermessen. Die Aktivitat der Caspase-3 ist direkt proportional zur bestimmten

Extinktion.

Versuchsablauf

Rattendarm-Proben, die bei -80 °C gefroren worden sind, wurden schonend auf Eis
getaut und mit Rooney Puffer versetzt. Die getauten Proben wurden anschliel3end
mit einer Schere zerkleinert, mittels needle-and-pestle Lyse homogenisiert und im
Ultraschallgerat jeweils 2-mal mit je 5 Zyklen beschallt. Das entstandene Homogenat

wurde 10 min bei 4000 g zentrifugiert und die Uberstéande nach Bradford vermessen.

Rooney Puffer (plus Proteinaseinhibitoren): pH 7,5

315 mg/100 ml 20mM Tris-HCI Sigma, Taufkirchen, Deutschland
37,22 mg/100 ml 1mM EDTA Sigma, Taufkirchen, Deutschland
38,04 mg/100 ml  1mM EGTA Sigma, Taufkirchen, Deutschland

In einer 96 Well Platte wurden 50 ul Zelllysat mit 50 pl 2x Reaction Buffer 3 der Firma
R&D Systems plus 0,5 yl DTT und 5 ul Colorimetric Substrat der Firma R&D
Systems pipettiert und anschlief3end fir 1,5 h bei 37 °C inkubiert.

Am microplate reader wurde die Konzentration von pNA bei einer Wellenlange von
405 nm bestimmt. Das Ergebnis wurde auf die zuvor bestimmten

Proteinkonzentrationen bezogen.

2.3.15 RNA Extraktion
Zur RNA-Extraktion aus dem Darmgewebe wurde das RNeasy Kit der Firma Qiagen

verwendet. Dazu wurden 20 mg Gewebe in 300 pl Lysepuffer aufgenommen und mit
Kanulen absteigender Grofe homogenisiert. Nach der Zugabe von 300 ul 70%igen
Ethanols wurde die Probe auf eine Saule gegeben und 15 s bei 8000 g zentrifugiert.
Dabei kommt es zu einer Adsorption der RNA an eine Membran. Das Filtrat wurde
verworfen und die Saule mit 700 yl RLT-Puffer zweimal mit je 500 pl RPE-Puffer (mit
Ethanol versetzt) gewaschen. Die RNA wurde abschlielend in ein steriles
Eppendorf-Gefaly mit 40 pl RNAse-freiem Wasser fur 1 min bei 8000 g eluiert.
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Vor der weiteren Verarbeitung der RNA fand ein DNA-Abbau statt, um sicher zu
stellen, dass die Probe nicht mit DNA kontaminiert ist. Dazu wurden 10x DNase
Buffer zu 1 pyl DNase zu 40 pl RNA gegeben und bei 37 °C fur 20 min inkubiert.
Anschliel3end erfolgte die Inaktivierung des Enzyms durch Zugabe von 5 yl DNase-
Inaktivierungsreagenz. Nach 10-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Probe zentrifugiert, um die Inaktivierungsreagenz und die Probe mit RNA wieder zu
trennen. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues Eppendorf-
Gefald uberfuhrt, um anschlieRend photometrisch die Konzentration der gewonnenen
RNA zu ermitteln. Die gewonnene RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80
°C aufbewahrt.

2.3.16 cDNA Synthese
Auf Eis wurde 1 ug RNA mit destillietem H,O auf 19,2 ul aufgefullt. Zu diesem

Gemisch wurden 29,5 yl Mastermix und 1,3 pl Reverse Transkriptase gegeben.
Nach kurzer Zentrifugation erfolgte die Reverse Transkription im Thermocycler.
Programm:

1. Inkubation 25 °C fur 10 min

2. RT-Reaktion bei 37 °C fur 60 min

3. RT-Inaktivierung 95 °C fur 5 min

Abschlieltend wurde die cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gefroren.

Mastermix:

25 mM MgCl, 11 ul Ambion. Foster City, USA
dNTPs 10 pl Ambion. Foster City, USA
10x Buffer 5ul Ambion. Foster City, USA
Random Hexamers 2,5 ul Ambion. Foster City, USA
RNase Inhibitor 1 ul Ambion. Foster City, USA

2.3.17 Primer Design
Genomsequenzen der jeweiligen mRNA wurden mit hilfe der Datenbank von EMBL

(http://www.ebi.ac.uk/embl) ermittelt. Das Primer Design erfolgte anhand der

ermittelten Sequenzen unter Bertcksichtigung der Annealing-Temperatur, der Lange
und des GC-Gehalts mit Primer Express® der Firma Applied Biosystems, Frankfurt.

Die Sequenzen wurden abschlieRend auf ihre Spezifitat Gberprift
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Die Primer wurden nach den

angegebenen Sequenzen durch Metabion, Martinsried, Deutschland, hergestellt.

2.3.18 Primersequenzen

Gen Forward Primer

Reverse Primer (5- 3")

TFF-3 CCATGGAGACCAGAGCCTTCT
TGGAGATAGGCCAACAAATTCC

R-Actin TCCACCTTCCAGCAGATGTG
GCATTTGCGGTGGACGAT

iNOS GGAGAGATTTTTCACGACACCC

CCATGCATAATTTGGACTTGCA

2.3.19 Quantitative Real-time PCR (RT-PCR)

Mit diesem Verfahren (kurz RT-PCR) ist eine quantitative Aussage uber die cDNA-
Menge und damit ein Ruckschluss auf die mRNA-Konzentration des untersuchten
Gens in der Probe mdglich. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen wahrend eines PCR-Zyklus (daher der Name ,Real Time”) durchgefuhrt.
Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Durch
Zugabe spezifischer Primer wird nur der zu untersuchende Genabschnitt amplifiziert.
So kann Uber die Anzahl der Zyklen, die bendtigt werden, um ein bestimmtes
Fluoreszenzniveau zu erreichen, auf die vorhandene Menge an cDNA des zu
untersuchenden Gens ruckgeschlossen werden. Die Anzahl der PCR-Zyklen, um
eine bestimmte Fluoreszenz zu erreichen, wird als Treshold Cycle (CT-Wert), aus
dem Englischen fur Schwellenwert, bezeichnet. Der CT-Wert ist der Wert, an dem
innerhalb eines PCR-Laufs die Fluoreszenz erstmalig Uber den Hintergrundwert
ansteigt. Dieser wird fur die Versuche festgelegt und beibehalten, wenn mehrere

Messungen erfolgen.

Die Expression des zu untersuchenden Gens wird auf R-Actin als ,Housekeeping

Gen“ bezogen.

Die Berechnung des Expressionsunterschieds erfolgte Uber die AACT-Methode. ACT
errechnet sich aus den CT-Werten fur TFF-3 (Zielgen) minus dem CT-Wert fur -
Actin (interne Kontrolle). AACT ergibt sich aus dem ACT der Probe minus dem ACT
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der Kontrolle. Der Faktor der Expressionsanderung zwischen Probe und Kontrolle

ergibt sich aus 27T,

PCR-Ansatz in einer 96erWell Platte auf Eis pipettiert
Mastermix Sybr Green 12,5 ul

Primeransatz

Forward Primer 0,75 ul
Reverse Primer 0,75 ul
H>O 4,5 ul
cDNA 1ul
H>0 5,6 ul

2.3.20 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese diente der Sichtbarmachung der PCR-Produkte. Das
Prinzip der Elektrophorese ist die Wanderung der DNA-Molekille entlang eines
elektrischen Gradienten in Richtung Anode, da die Nettoladung der DNA aufgrund
von Phosphatgruppen negativ ist. Die Geschwindigkeit, mit der die einzelnen DNA-
Moleklle wandern, ist dabei umgekehrt proportional zum Logarithmus des jeweiligen
Molekulargewichts. Demzufolge kann das Molekulargewicht eines DNA-Molekils
abgeschatzt werden, indem man seine Mobilitat mit einem Standard bekannter

GrolRe vergleicht.

Wir verwendeten ein 1 % Agarosegel (Biozym), das Ethidiumbromid (0,04 pl/ml) als
fluoreszierenden Farbstoff enthielt. Ethidiumbromid interkaliert mit doppelstrangigen
DNA-Molekulen und lasst sich durch UV-Licht sichtbar machen. Eine Menge von 5 pl
PCR-Produkt und 5 pl Ladepuffer wurde gemischt und auf das Gel aufgetragen.
Zusatzlich wurde neben dem PCR-Produkt 3 pl eines 100 bp-Markers (Invitrogen)
aufgetragen. Die Auftrennung fand in einer mit 1xTBE-Puffer geflllten
Elektrophoresekammer bei 100 Volt fir 40 Minuten statt. Die PCR-Produkte wurden
anschliefend mit dem Videodokumentationssystem UV Solo der Firma Biometra als
Banden sichtbar gemacht. Fir die Dokumentation wurden sie auf Thermopapier

ausgedruckt.
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Abbildung 5: Gelektrophorese von TFF-3 zur Kontrolle der PCR. Das Genprodukt
von TFF-3 hat eine GroRe von 92bp. Die Banden unterhalb der 100bp-Markierung
entsprechen der Grol3e des TFF-3-Produktes

2.3.21 Statistische Auswertung und Grafiken
Bei der Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde immer eine Referenzprobe

mitgefuhrt, um die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen korrelieren zu kénnen.

Die Werte im Ergebnisteil sind daher in arbitrary units angegeben.

Die Ergebnisse wurden als mittlere Standardabweichung errechnet. Parameterfreie
statistische Tests wurden mit dem Mann-Whitney-Test mittels Graphpad InStatTM v.
2.05a Software (Graphpad Software) erstellt. Zum Vergleich konsekutiver Ergebnisse
wurde der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Dunns Test wurde benutzt, wenn eine
signifikante Differenz zwischen verschiedenen Gruppen auftrat. Unterschiede mit

p<0.05 wurden als signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Darmbarrierestorung
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Abbildung 6: Dargestellt werden die gemessenen FD-4-Konzentrationen im Serum
als Ausmal} der Barrierestorung. G2 steht fur Tiere, die 2 Tage nach Entbindung
getotet wurden. G2 Kontrolle ohne H/R vs. G2 48h nach H/R: n=23/14, p<0,01. G2
48h nach H/R vs. G2+Pioglitazon 48h nach H/R, n=14/15, p<0,05.

In der Literatur finden sich viele Hinweise, dass PPARy-Aktivierung vor Kolitis schitzt
und zu verminderter Inflammation fahrt. Inwiefern die Gabe eines PPARy-Agonisten
vor einer Darmbarrierestérung in einem Hypoxie/Reoxygenierungsmodell schutzt,
wurde bislang nicht untersucht.

Den Versuchtieren wurde oral FD-4 zugefiihrt, um im Anschluss dessen Ubertritt ins
Plasma zu bestimmen. In Abbildung 6 sind die Ergebnisse dargestellt. Die Tiere in
der Kontrollgruppe wurden nicht dem H/R-Versuch unterzogen, wahrend die Tiere
der Versuchsgruppe am Tag der Geburt mit H/R-Versuch gestresst und 48 Stunden
nach dem Versuch getdtet wurden. Zu diesem Zeitpunkt wurde Blut der Tiere
gewonnen und anschlielfend die FD-4-Konzentration bestimmt. Bei erwachsenen

Tieren (n=12) zeigt sich 48 Stunden nach dem H/R-Versuch kein signifikanter
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Unterschied zu den Kontrolltieren (n=10) hinsichtlich der gemessenen FD-4-
Konzentrationen, so dass keine relevante Darmbarrierestérung nachweisbar ist. Bei
unreifen Tieren zeigt sich ein signifikanter Anstieg der FD-4-Konzentration in der
Versuchsgruppe (Kontrolle G2 n=23, Versuchstiere G2 n=14). Unreife Tiere der
Kontrollgruppe weisen auch ohne H/R-Versuch eine hohere Konzentration von FD-4
im Serum auf als reife Tiere. Die These, dass PPARy-Aktivierung vor einer
Darmbarrierestorung schutzt, konnte mit diesem Versuch belegt werden.
Versuchstiere, deren Mdutter in der Schwangerschaft PPARy-Agonisten erhalten
hatten, haben einen signifikant geringeren FD-4-Serumspiegel nach H/R als Tiere
der Versuchsgruppe, die nicht mit Pioglitazon behandelt wurden (G2+Pioglitazon H/R
n=15, G2 H/R-Versuch n=14).

Da Pioglitazon PPARy abhangige und unabhangige Wirkungen vermittelt,
untersuchten wir, ob die Aktivierung von PPARy durch einen spezifischen PPARYy-
Inhibitor -TO07 gehemmt werden kann. Der Inhibitor wurde eine Stunde vor H/R
verabreicht. Nach Gabe des Inhibitors zeigt sich bei den Versuchstieren eine ahnlich
starke Barrierestorung des Darms verglichen mit der Versuchsgruppe, die nicht mit
PPARy behandelt wurde.
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3.2 Die pranatale Gabe von Pioglitazon ist assoziiert mit geringerer
Apoptose nach Induktion einer Enterokolitis
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Abbildung 7: Aktivitatsmessung der Caspase-3 im kolorimetrischen Assay. 48
Stunden nach H/R kommt es zur signifikanten Aktivierung der Caspase-3 bei Tieren,
die kein PPARY -Agonisten erhalten haben. G2 vs. G2 nach H/R, n=9/10 p<0,001.

Im schwarzen Balken werden die Tiere dargestellt die mit Pioglitazon behandelt
wurden. Der Anstieg der Caspase-3 Aktivitat in dieser Gruppe ist nicht signifikant. G2
+ Pioglitazon vs. G2 + Pioglitazon 48h nach H/R, n=3/7, p>0,05, n.s. = nicht

signifikant.

In dem vorangegangenen Experiment konnte gezeigt werden, dass PPARy
Aktivierung zu geringerer Barrierestorung unter experimentellen Bedingungen fuhrt.
Wir untersuchten in der Folge, inwiefern sich dieser Schutz auf Apoptose auswirkt.
Anhand der Bestimmung der Caspase-3-Aktivitat wurde das Ausmal® der Aktivierung
der Apoptosekaskade ermittelt. 48h nach Hypoxie/Reoxygenierung ist bei unreifen
Ratten, die nicht mit Pioglitazon behandelt wurden, eine hohere Aktivitat der
Caspase-3 im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisbar: G2 Kontrolle vs. G2 nach
H/R, n=9/10 p<0,001.
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Die Tiere, deren Mutter mit Piogliatzon behandelt wurden, zeigten keine signifikanten
Unterschiede in der Kontrollgruppe gegenuber der Versuchsgruppe: G2 + Pioglitazon
vs. G2 + Pioglitazon 48h nach H/R, n=3/7, p>0,05.

Mit dem Versuch konnte gezeigt werden, dass es 48 Stunden nach dem Versuch zu
einer gesteigerten Aktivierung der Caspase-3 kommt als Ausdruck der Aktivierung
der Apoptosekaskasde. Die gemessene Aktivitatsunterschiede waren fur Tiere die
kein Pioglitazon erhalten hatten signifikant. Wurde die Tiere mit Pioglitazon
behandelt zeigt sich unter gleichen Bedingungen ebenfalls eine gesteigerte Aktivitat
der Caspase-3. Diese ist allerdings nicht signifikant erhdht im Vergleich zur

Kontrollgruppe.

3.3 Pioglitazon hemmt H/R-vermittelte Expression von iNOS
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Abbildung 8: Expression von iNOS RNA 48 Stunden nach Hypoxie/Reoxygenierung
und Kontrolle (ohne H/R) mit und ohne Pioglitazon. G2 Kontrolle vs. G2 48h nach
H/R, n= 8/8, p<0,001. G2+Pioglitazon vs. G2+Pioglitazon 48h nach H/R, n= 3/7,
p>0,05, n.s.

In vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Gabe von
Pioglitazon mit verminderter Caspase-3-Aktivierung als Marker der Apoptose
assoziiert ist. Wir untersuchten nun, inwieweit eine Assoziation zwischen der
Pioglitazongabe und der Expression von iNOS besteht.

48 Stunden nach Induktion einer Barrierestorung erfolgt ein statistisch signifikanter

Anstieg der INOS-RNA-Expression bei neugeborenen Ratten (G2 Kontrolle vs. G2

36



48h nach H/R, n= 8/8, p<0,001). Eine gesteigerte iINOS-Expression lasst sich in der
Pioglitazongruppe nicht nachweisen. (G2 Kontrolle + Pioglitazon vs. G2 48 h nach
H/R + Pioglitazon, n=3/7, p>0,05, n.s.). PPARy-Aktivierung hemmt demnach die

Expression von iNOS im H/R-Enterokolitis-Tiermodell.

3.4 TFF-3 wird in Abhangigkeit vom Gestationsalter exprimiert
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Abbildung 9: Expression von TFF-3-RNA am Tag 18 (n=4), 19 (n=7), und 20 (n=10)
der Tragzeit. d18 vs. d20, p=0,004, **=p<0,01.

Die protektive Rolle von TFF-3 nach intestinaler Schadigung wurde bereits in der
Einleitung dargestellt. Zunachst wurde die entwicklungsabhangige Expression von
TFF-3 bei Ratten an unterschiedlich alten Darmpraparaten untersucht. Schwangere
Ratten wurden vorzeitig entbunden, deren Embryos euthanasiert und Darmpraparate
gewonnen.

Es zeigt sich eine steigende Expression von TFF-3-RNA im Darm mit steigendem
Gestationsalter. Der Nachweis erfolgte mittels RT-PCR. Vier am Tag 18 geborene
Kontrolltiere wurden mit zehn am Tag 20 entbunden Tieren hinsichtlich der TFF-3

RNA Expression verglichen.
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3.5 Pioglitazon ist assoziiert mit gesteigerter Expression von TFF-3 auf
RNA- und Proteinebene
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Abbildung 10: RNA-Expression fur TFF-3 im Darm am Tag 20 der Tragzeit von
Tieren, deren Muttern Pioglitazon ins Futter gemischt wurde (rechts) und
Kontrolltieren (links). Kontrolle d20 vs. d20 + Pioglitazon, n=10/11, p= 0,0221,
*=p<0,05

Es konnte gezeigt werden, dass PPARy-Aktivierung bei reif geborenen Tieren zu
verminderter Darmbarrierestérung, einhergehend mit geringerer Apoptose, fluhrt.
DarlUber hinaus konnte gezeigt werden, dass TFF-3 reifeabhangig gebildet wird. Die
protektive Rolle von TFF-3 nach intestinaler Schadigung ist in der Literatur, wie in der
Einleitung gezeigt wurde, vielfach belegt. Diese Ergebnisse fuhrten zur
Untersuchung, inwieweit PPARy-Aktivierung die Expression von TFF-3 beeinflusst.
Abbildung 10 zeigt die Expression von TFF-3-RNA am Tag 20 bei Tieren, deren
Mutter kein PPARYy-Agonist in der Schwangerschaft erhielten (d20 Kontrolle), und am
Tag 20 entbundenen Tieren, deren Muttern in der Tragzeit Pioglitazon dem Futter
beigemischt wurde (d20 + Pio). Es zeigt sich eine vermehrte Expression von TFF-3-
RNA in der Pioglitazon-Gruppe. Die Signifikanz wurde durch den Mann-Whitney-Test

errechnet. Die gezeigten Ergebnisse erreichen das geforderte Signifikanzniveau.

38



O O =, -
e @R

0.4+
0.2-

TFF-3 Protein [AU]

0.0 d20 Kontrolle d20 +Pio

Abbildung 11: Pranatale Proteinexpression von TFF-3 im Darm am Tag 20 der
Tragzeit. d20 Kontrolle vs. d20 + Pioglitazon, n=7/5, p=0,0177, *=p<0,05

Um sicher zu stellen, dass die Gabe von Pioglitazon auch zu einer vermehrten
Expression des TFF-3-Proteins fuhrt, erfolgte eine Proteinextraktion und, mittels
spezifischer Antikdrper im Westerblot, ein semiquantitativer Nachweis. Abbildung 11
zeigt die Expression des TFF-3-Proteins analog den Ergebnissen fur die TFF-3-RNA
am Tag 20 der Tragzeit in Abbildung 10. In beiden Untersuchungen ist der Gehalt
von TFF-3 in der Pioglitazongruppe signifikant grofer als in der Kontrollgruppe.
Abbildung 12 zeigt einen Westernblot von TFF-3.

,, T T YT T 8 kDa

Aduilte d20 +Pio d20 Kontrolle
Kontrolle

Abbildung 12: Westernblot d20 Kontrolle im Vergleich zu d20+Pioglitazon
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3.6 Hypoxie/Reoxygenierung
In den vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass PPARYy-

Agonisten die Expression von TFF-3 induzieren. Welche Rolle die pranatale Gabe
von Pioglitazon hat, wurde anschlieRend im Enterokolitismodell nach dem Protokoll
von Okur et al. untersucht.

Fur die weiteren Versuche wurde die spontane Geburt der Ratten abgewartet. Am
Tag 23 der Tragzeit erfolgte die Geburt. Am gleichen Tag wurde eine Enterokolitis
mittels Hypoxie/Reoxygenierung (H/R) induziert. Die Versuchstiere wurden in der

Folge 2 Tage nach H/R in Ethernarkose getotet.
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Abbildung 13: Links: Tiere, bei denen keine Enterokolitis induziert wurde; rechts:
Tiere, die dem Hypoxie/Reoxygenierungsversuch unterzogen wurden. Gemessen
wurde die TFF-3-Expression mittels RT-PCR.

Ohne H/R: G2 Kontrolle vs. G2 Pioglitazon, n=4/4, p= 0,0286, p<0,05. H/R Kontrolle
G2 vs. H/R Pioglitazon G2, n=4/4, p=0,0571, p=n.s.

Wie bereits bei den unreifen, am d20 entbundenen Tieren zeigt sich eine vermehrte
Expression von TFF-3 bei Tieren, deren Mdutter mit PPARy-Agonisten gefuttert
wurden. Bei den Tieren, die als Kontrolle galten und bei denen keine Enterokolitis
induziert wurde (links in der Abbildung 13) ist der Unterschied der TFF-3 Expression
statistisch signifikant. In der H/R-Gruppe zeigt sich ein Trend zur vermehrten TFF-3-
RNA Expression im Darm der Ratten. Dieser Unterschied erreicht jedoch nicht das

geforderte Signifikanzniveau.
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Abbildung 14: Links: Tiere in der Kontrollgruppe ohne Induktion einer Enterokolitis;
rechts: Tiere, die dem H/R-Versuch unterzogen wurden. Gruppe ohne H/R: Kontrolle
G2 vs. Pioglitazon G2: n=6/8, p=0,58, p=n.s., Gruppe mit H/R Kontrolle G2 vs.
Pioglitazon G2: n=6/6 p=0,58, p=n.s.

Mittels Western Blot wurde die Proteinexpression von TFF-3 zwei Tage nach H/R
untersucht. Es finden sich keine Unterschiede hinsichtlich der Expression von TFF-3
am Tag 2 nach der Geburt, unabhangig davon, ob die Muttertiere zuvor mit PPARy-
Agonisten gefluttert wurden oder Kontrollfutter erhalten hatten. Es zeigt sich ein
geringer Trend zu vermehrter Expression von TFF-3 bei Tieren, die dem H/R-
Versuch unterzogen wurden.

Der am Tag 20 der Tragzeit (Abbildung 11) gemessene Unterschied in der
Proteinexpression von TFF-3 ist am zweiten Tag nach der Geburt nicht mehr
nachweisbar. Zusammenfassend sind die Ergebnisse hinsichtlich RNA- und

Proteinkonzentration zwei Tage nach der Geburt nicht konform.

3.7 Intraperitoneale Gabe von PPARy-Agonisten fuhrt postnatal zu
vermehrter TFF-3-Expression

Die zuvor bestimmten Proteinkonzentrationen von TFF-3 zwei Tage nach einer
Spontangeburt fiihrten uns zu der Uberlegung, dass Pioglitazon méglicherweise nicht
in die Muttermilch der Tiere gelangt oder von den neugeborenen Ratten nicht
resorbiert wird.

Um die orale Aufnahme zu umgehen, wurde neugeborenen Ratten am sechsten

Lebenstag 10 mg/kg KG Ciglitazon intraperitoneal gespritzt.
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Am siebten Lebenstag wurden die Tiere getdtet und der TFF-3-Gehalt in der RT-
PCR sowie die Proteinkonzentration im Westernblot bestimmt. Dabei zeigte sich,
dass es 24 Stunden nach Gabe des PPARy-Agonisten zu einer

Expressionssteigerung auf RNA- sowie Proteinebene von TFF-3 kommt.

17.5
15.0+
12.5
10.0+
7.5-
5.0-
2.5
0.0

TFF-3 RNA [AACT]

G7 Kontrolle G7+Ciglitazon

Abbildung 15: TFF-3-RNA-Expression nach intraperitonealer Gabe von PPARYy-
Agonisten. G7 steht fur Tiere, die 7 Tage nach Spontangeburt getdtet wurden.
Kontrolle vs. Ciglitazon n=4/5, p=0,0159,
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Abbildung 16: TFF-3-Protein-Expression nach intraperitonealer Gabe von PPARY-
Agonist Ciglitazon. Kontrolle vs. Ciglitazon n=4/5, p=0,0286

Kontrolle Ciglitazon

Abbildung 17: Reprasentativer Westernblot G7 Kontrolle vs. Ciglitazon

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die intraperitoneale Gabe eines
PPARy-Agonisten zu vermehrter Translation und Transkription von TFF-3 fuhrt.
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3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse
Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von PPARy-Agonisten auf

die Integritat der Darmbarriere im Enterokolitismodell bei neugeborenen Ratten zu
untersuchen.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass es im Enterokolitismodell nach Gabe von
PPARy-Agonisten zu einer signifikant geringeren Barrierestérung als in der
Kontrollgruppe kam. Dass es sich dabei um einen PPARy-vermittelten Effekt handelt,
konnte anhand der Hemmung von PPARy mit TO07 gezeigt werden.

Im  Caspase-3-Assay wurde eine Assoziation zwischen verminderter
Apoptoseaktivierung und der Gabe von PPARy-Agonisten im Enterokolitismodell
gezeigt. Wird bei Kontrolltieren eine Enterokolitis induziert, so zeigt sich 48 Stunden
nach dem Tierversuch eine signifikante Erhdhung der Caspase-3 Aktivitat als
Ausdruck der Apoptose. Im Vergleich dazu kommt es bei Tieren deren Mutter
Pioglitazon in der Schwangerschaft erhalten zwar ebenfalls zur gesteigerten
Caspase-3 Aktivitat nach Induktion einer Enterokolitis, die Unterschiede zu nicht
gestressten Tieren sind jedoch nicht signifikant.

Abschliefliend untersuchten wir den Zusammenhang zwischen PPARy-Aktivierung
und iINOS Expression, als Mald der intestinalen Inflammation. In der RNA-
Expressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass es im Vergleich zur Kontrollgruppe
48h nach Hypoxie/Reoxygenierung unter der pranatalen Gabe von

Thiazolidinedionen zu einer signifikant niedrigeren INOS-Expression kommt.

Aus welchen molekularen Mechanismen die verbesserte intestinale Integritat und
verminderte Apoptose resultiert, war Gegenstand der weiteren Untersuchungen.
Zunachst untersuchten wir die Expression von TFF-3 in Abhangigkeit des
Gestationsalters. Dabei zeigt sich eine reifeabhangige Expression. Umso fruher ein
Tier entbunden wurde, desto geringer zeigte sich die Expression von TFF-3. Diese
Expressionsanalysen erfolgten mittels RT-PCR.

In der Folge konnte erstmals gezeigt werden, dass durch PPARy-Aktivierung die
pranatale Expression von TFF-3 steigt. Dies konnte mittels RT PCR und

semiquantitativ im Westernblot nachgewiesen werden.
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Weiterhin wurde die Expression von TFF-3 nach der Spontangeburt und im
Enterokolitismodell untersucht. Dabei zeigt sich ein Trend zu hoheren TFF-3 RNA
Expression in der Tiergruppe der Pioglitazon geflttert wurde. Die gemessenen
Unterschiede hinsichtlich der TFF-3 Expression mit und ohne Pioglitazon erreichten
jedoch nicht das geforderte Signifikanzniveau. Unterlegt werden die RNA
Expressionsanalysen durch die Proteinexpressionsdaten. In diesen zeigt sich kein
Unterschied fur die Tiere, die mit Pioglitazon behandelt wurden im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Es erfolgte daraufhin die intraperitoneale Gabe von PPARy-Agonisten. Dadurch
konnte gezeigt werden, dass die TFF-3 Expression auf RNA und Proteinebene
erneut signifikant gegenuber der Kontrollgruppe ansteigt, wenn die enterale Gabe

umgangen wird.
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4. Diskussion

Die nekrotisierende Enterokolitis ist in den letzten Jahren durch die verbesserte
neonatale Versorgung und die dadurch verbesserte Uberlebenschance von
Frihgeborenen zum haufigsten gastrointestinalen Notfall auf neonatologischen
Intensivstationen geworden. Die Erkrankung geht nach wie vor mit einer hohen
Mortalitat und Morbiditat einher. Bislang ist die Ursache der NEC nur unvollstandig
verstanden. Neben &ulleren Risikofaktoren wie Frihgeburtlichkeit, niedriges
Geburtsgewicht und Formula-Erndhrung scheint die Unreife des Darms die
wichtigste, wenngleich am wenigsten verstandene Ursache zu sein.

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurde der Einfluss der PPARy-Aktivierung auf
den Darmbarriereverlust im Enterokolitismodell der neugeborenen Ratte untersucht.
Daruber hinaus wurden molekulare Mechanismen, die mit der PPARy-Aktivierung in
Zusammenhang stehen, untersucht.

Diese Arbeit soll zu einem besseren Verstandnis der molekularen Grundlagen der
NEC beitragen.

4.1 Induktion einer NEC im Tiermodell
Das H/R-Modell der neugeborenen Ratte wird von verschiedenen Arbeitsgruppen zur

Untersuchung der Pathogenese der NEC verwendet [87-89]. Zur Induktion einer
nekrotisierenden Enterokolitis sind in der Literatur verschiedene Tiermodelle
beschrieben. Wir verwendeten das von Okur et al. publizierte Modell. Ratten gehéren
zu den ,Nesthockern®, werden nach einer kurzen Gestationszeit (23 Tage) blind und
taub geboren, kénnen ihre Korpertemperatur noch nicht selbst regulieren und sind
ohne die Mutter nicht zur Defakation fahig. In der postnatalen Zeit erfolgen bei der
neugeborenen Ratte noch erhebliche Reifungsschritte, die die Nahrungsaufnahme,
die gastrointestinale Funktion, Lebermetabolismus, Gehirnstruktur und -funktion
betreffen [90]. Deshalb scheint dieses Modell fur funktionelle Untersuchungen am
unreifen Darm besonders geeignet.

Die Kombination von Hyperkapnie und darauf folgender Hyperoxie in der
Reoxygenierungsperiode ist typisch fur die klinische Situation der an NEC erkrankten
Kinder. Der Gewebeschaden resultiert aus der Periode der Azidose mit reduzierter
intestinaler Perfusion, gefolgt von der Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale, der

Aktivierung des  Transkriptionsfaktors NFkB, dem  proinflammatorischen
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Tumornekrosefaktor o (TNF-a) und Interleukin-1p. So spielt Hypoxie gefolgt von
Reoxygenierung (H/R) eine wichtige Rolle in der Entwicklung der
Darmbarrierestérung [18, 91-93].

Der Gastrointestinaltrakt von Ratten ist wahrend der ersten beiden Lebenswochen
funktionell unreif. Die Fahigkeit, Nahrung zu verdauen, nimmt erst mit der dritten
Lebenswoche zu und gilt am Ende der vierten Lebenswoche als abgeschlossen. Wir
haben uns daher bewusst flr das einzige publizierte Modell entschieden, bei dem die
Tiere analog zur Situation der Frihgeborenen mit Muttermilch gestillt werden und bis
auf die kurze Phase des H/R-Versuchs bei der Mutter verbleiben. Andere Faktoren
wie der Entzug von Muttermilch, langere Phasen von Kalte, Bakterien, Stress oder
Trennung von der Mutter, wie sie in anderen Modellen vorkommen, scheiden
weitgehend aus. Das von uns verwendete Modell bleibt nahe an der klinischen
Situation von Frihgeborenen und stellt unserer Meinung nach das beste Modell zur

Untersuchung der Stressantwort im unreifen Darm dar.

4.2 PPARy
Die Auswirkungen von PPARy-Agonisten sind vielfaltig. Uber die regulierende

Wirkung im Glucose- und Fettstoffwechsel hinaus wurde fur die Substanzen unlangst
ein entzindungshemmender Effekt nachgewiesen. Ein Gewebedefekt fuhrt zur
Aktivierung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren, wie NFxB, AP-1, NFAT und
STAT-3. Diese Aktivierung bewirkt wiederum die Bildung von pro-inflammatorisch
wirksamen Zytokinen, Chemokinen und Adhasionsmolekuhlen, die gemeinsam eine

EntzGndungsreaktion hervorrufen [59].

Die bekannten entzindungshemmenden Eigenschaften von PPARy-Agonisten lielken
vermuten, dass eine Aktivierung des PPARy-Rezeptors zu einer geringeren
intestinalen Schadigung im Neugeborenen-Enterokolitismodell fihren kdnnte.

In den Tierversuchen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrt wurden,
beobachteten wir bei Neugeborenen, deren Mdutter in der Schwangerschaft mit
Pioglitazon behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe eine geringere
intestinale Schadigung, gemessen als Verlust der Barrierefunktion. Dass es sich
dabei um einen PPARy-abhangigen Effekt des Pioglitazons handelt, wurde durch die

Hemmung von PPARYy belegt. Das Ausmal} der intestinalen Schadigung wurde im
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FITC-Dextran-Assay bestimmt. Um die Ergebnisse zu untermauern, bestimmten wir
das Ausmal’ der Apoptoseaktivierung. Die Apoptosekaskade hat eine gemeinsame
Endstrecke, namlich die Aktivierung der Caspase-3. Eine Aktivierung der Caspase-3
geht einher mit stetiger Apoptose. In den von uns durchgefuhrten Untersuchungen
zeigte sich bei den Tieren, die mit PPARy-Agonisten behandelt wurden, eine
verminderte Caspase-3-Aktivierung 48 Stunden nach Hypoxie/Reoxygenierung.

Weiterhin sahen wir bei Tieren, deren Mutter wahrend der Tragzeit PPARy-Agonisten
erhielten, eine signifikant geringere Expression von iNOS-RNA bei H/R-gestressten
Tieren. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir durch die PPARy-Aktivierung
eine verminderte Barrierestorung, eine verminderte Apoptoseaktivierung und eine

verminderte Expression von proinflammatorischen iNOS nachweisen konnten.

4.3 TFF-3
In der Vergangenheit konnte von verschiedenen Autoren bereits der protektive Effekt

von Trefoil-Faktoren nachgewiesen werden. Funktionell kommt den Trefoil-Faktoren,
und dabei insbesondere dem TFF-3, die Restitution nach Lasionen der Mukosa zu.
TFF-3 hat demnach eine schitzende Funktion fur das Epithel. Fehlender oder
verminderter Schutz vor Apoptose resultiert in Zelltod und konsekutiver
Entzindungsreaktion, um das tote Gewebe zu beseitigen. Ein Mangel an TFF-3
konnte demnach zu einem Erkrankungsbild wie dem der nekrotisierenden
Enterokolitis fihren.

Wir zeigten eine reifeabhangige Expression von TFF-3 im Darm frihgeborener
Ratten. Dabei ist eine steigende Expression von TFF-3 mit steigendem
Gestationsalter zwischen Tag 18 und Tag 20 nachweisbar. Die Ergebnisse stehen im
Einklang mit den von Lin et al. gezeigten Untersuchungen. Die Arbeitsgruppe zeigte,
dass das TFF-3-Protein erstmals am Tag 20 der Gestationsperiode mittels
Westernblot nachweisbar ist. Am Tag 17 besteht eine nur schwache Expression der
mRNA fur TTF-3, jedoch noch keine nachweisbare Proteinsynthese. Wir konnten
daruber hinaus zeigen, dass ab Tag 18 der Gestationsperiode das TFF-3-Protein im
Rattendarm nachweisbar ist.

Bislang ist keine medikamentdse Therapie bekannt, die zur Expressionssteigerung
von TFF-3 fuhrt. Wir konnten in dieser Arbeit erstmals zeigen, dass die Gabe des
PPARy-Agonisten Pioglitazon in der Schwangerschaft zu einer vermehrten

Transkription und Translation von TFF-3 in ungeborenen fuhrt.
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Diejenigen Versuchstiere, deren Mautter in der Schwangerschaft mit PPARy-
Agonisten geflttert wurden, wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe, deren Mutter
Futter ohne PPARy-Agonisten erhalten hatten, signifikant hohere RNA- und
Proteinkonzentrationen von TFF-3 auf. Dieser Unterschied war besonders deutlich

bei Tieren, die vor dem regularen Geburtstermin entbunden wurden.

Bei Tieren, die 2 Tage nach Spontangeburt auf TFF-3-Expression im Darm
untersucht wurden, konnte der zuvor bei Frihgeborenen beobachtete Unterschied
nicht mehr festgestellt werden. Auf RNA-Ebene ist zwar noch ein Trend zur hdheren
TFF-3-Expression, auf der Proteinebene ist allerdings kein Unterschied mehr

nachweisbar.

Inwieweit PPARy-Agonisten in die Muttermilch sezerniert werden und im unreifen
Gastrointestinaltrakt der neugeborenen Ratte resorbiert werden, ist unklar. Die
Umstellung der Erndhrung, die nach der Geburt Gber die Muttermilch erfolgt, ist ein
moglicher Erklarungsansatz fur den nicht mehr nachweisbaren Effekt von Pioglitazon
auf die TFF-3 Expression. Daruber hinaus ist nicht belegt, ob PPARy-Agonisten
gleich hohe Plasmaspiegel wie auf intrauterinem Wege erreichen, wenn die
Aufnahme per os Uber die Muttermilch der Ratte erfolgt. Wir untersuchten daraufhin,
inwieweit TFF-3 durch intraperitoneale Gabe von PPARYy-Agonisten nach der Geburt
induzierbar ist. Sieben Tage nach der Geburt kommt es nach intraperitonealer Gabe
von PPARy-Agonisten zu einer signifikant hoheren Expression von TFF-3-Protein

und -RNA analog den Ergebnissen bei frihgeborenen Ratten am Tag 20.

4.4. NFxB als ein moglicher Link zwischen PPARy und TFF-3
Gegenwartig ist die Regulation von TFF-3 lediglich in Grundzigen geklart. Bei

Hypoxie wird vermehrt HIF-1 gebildet, was zu einer vermehrten Bildung von TFF-3
fuhrt [70]. DarUber hinaus sind bislang keine weiteren expressionssteigernden
Faktoren bekannt. Es konnten eine Reihe von Faktoren identifiziert werden, die zur
Hemmung von TFF-3 fuhren. Dazu zahlen IL-6, IL-13, NFkB und C/EBPR [69]. NFkB
hat eine hemmende Wirkung von auf die Bildung von TNFa, der einen hemmenden

Einfluss auf die Expression von TFF-3 hat [94].
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In der vorliegenden Arbeit flihrte Pioglitazon zu einer Expressionssteigerung von
TFF-3. Pioglitazon fuhrt zu einer Aktivierung von PPARy und dadurch hypothetisch
zur verminderten Bildung von NFxB. NFkB hemmt die Bildung von TFF-3. Denkbar
ware demnach eine Hemmung von NFkB, die zu einer vermehrten Bildung von TFF-
3 fuhrt. Ob es sich dabei um eine direkte Wirkung von NFxB handelt oder um eine
Wirkung vermindert gebildeter Zytokine wie IL-6, IL-1R, oder TNFa, die der

Regulation von NFkB unterliegen bleibt unklar.

NFxB
IL-1b
IL-6

TNFa
@ TFF-3

Abbildung 18: Schematische Darstellung der mdglichen Regulation von TFF-3.
Erlauterungen im Text.

Eine weitere mogliche Regulation konnte durch die Induktion der Transkription von
TFF-3 durch einen PPARy-Agonisten erfolgen. Inwieweit ein PPARy-Response-
Element in dem transkriptionsregulierenden Abschnitt von TFF-3 zu finden ist, bleibt

gegenwartig ebenfalls unklar.
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4.5 Konnen Glitazone in der Schwangerschaft oder bei frihgeborenen
Kindern eingesetzt werden?
Pioglitazon ist in Deutschland ausschlielBlich zur Behandlung des Diabetes mellitus

Typ 2 bei Erwachsenen zugelassen. Insulinresistenz ist als grundlegende Stérung
des Typ-2-Diabetes haufig bereits Jahre vor der Manifestation der Erkrankung
nachweisbar. Aus pathophysiologischer Sicht scheint daher eine fruihe Behandlung
mit einem Insulinsensitizer sinnvoll, um der Entwicklung diabetischer Folgeschaden
vorzubeugen. Die Wirksamkeit und Sicherheit einer Monotherapie mit Pioglitazon
wurde in mehreren klinischen Studien bei Typ-2-Diabetikern untersucht. Dabei
senkte Pioglitazon signifikant die Werte fur Nuchternblutglukose und HbA1c.
Zusatzlich wurde das Lipidprofil verbessert.

Kontrainidikationen flr den Einsatz von Pioglitazon ergeben sich aus den mdglichen
Nebenwirkungen der Substanz. Diese umfassen eine bestehende Herzinsuffizienz
NYHA I--1V, eine eingeschrankte Leberfunktion und eine diabetische Ketoazidose.
Bislang liegen keine Erfahrungen Uber die Anwendung von Insulinsensitizern bei
Schwangeren vor. Im Tierversuch war Pioglitazon nicht teratogen, selbst bei hohen
oralen Dosen (ca. das 17- bzw. 40-fache der fur Menschen empfohlenen maximalen
oralen Dosis bezogen auf mg/m?). Allerdings wurde bei Ratten-Féten unter oralen
Dosen von 40 mg/kg/Tag und dartber (ca. das 10-fache der fur Menschen
empfohlenen maximalen oralen Dosis bezogen auf mg/m?) ein verzdgertes
Wachstum beobachtet. Dieses war darauf zurtickzufihren, dass Pioglitazon die in
der Gestation entstehende Hyperinsulinamie und erhohte Insulinresistenz des
Muttertieres vermindert und dadurch die Verfugbarkeit der metabolischen Substrate
fur das fotale Wachstum verringert. Die Bedeutung dieses Mechanismus fur den
Menschen ist unklar. (Zitat: http://www.takeda.de)

Es ist nicht bekannt, ob Glitazone bei Menschen in die Muttermilch sezerniert
werden. Es sollte deshalb laut Hersteller nicht wahrend der Schwangerschaft oder
Stillzeit eingenommen werden. Ein klinischer Einsatz bei Schwangeren oder

frihgeborenen Kindern ist daher zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht gerechtfertigt.

4.6 Fazit
Unsere Daten leisten aus unserer Sicht einen weiteren Beitrag zur Klarung der

Pathophysiologie der NEC. Das Ziel zukunftiger Forschungsprojekte sollte ein

weiteres Verstandnis der molekularen Prozesse, die bei der Krankheitsentstehung
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eine Rolle spielen, sein, um letztendlich dem Kiliniker eine Prophylaxe an die Hand zu

geben.

5. Zusammenfassung

Die nekrotisierende Enterokolitis ist einer der haufigsten gastrointestinalen Notfalle
auf neonatologischen Intensivstationen. Unreife ist der wesentliche Risikofaktor fur
die Entwicklung einer NEC. Fur PPARy-Agonisten (Glitazone) konnte bei chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen eine entzindungshemmende Wirkung gezeigt
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob Glitazone die H/R-induzierte
Darmbarrierestorung im Enterokolitismodell der neugeborene Ratte vermindert.
Insbesondere untersuchten wir die Rolle von TFF-3, einem Peptid, das sich in
verschiedenen Modellen als protektiv erwiesen hat.

Schwangere Ratten erhielten wahrend der Tragzeit p.o. Glitazone. Die so
behandelten Feten wurden reif oder vorzeitig geboren und dienten als Versuchstiere.
Wir verwendeten ein Tiermodell, in dem die Schadigung des Darms durch
Hyperkapnie/Reoxygenierung  (H/R)  hervorgerufen  wird. Die intestinale
Barrierestorung wurde mittels FITC-Dextran Assay, die Entzindungsantwort als
iINOS-Expression und die Apoptose als Caspase 3-Aktivierung gemessen.

Wir konnten zeigen, dass Glitazone die H/R-induzierte intestinale Barrierestérung,
Entzindungsantwort und Apoptose signifikant vermindern. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass Glitazone die fetale, und nach intraperitonealer Gabe auch die
neonatale Expression des protektiv wirksamen TFF-3 steigern. Madglicherweise
vermittelt die gesteigerte TFF-3-Expression den von uns beobachteten protektiven
Effekt der Glitazone im H/R-Tiermodell.

Die Arbeit tragt zum besseren Verstandnis der Pathophysiologie der NEC bei.
Erstmals wurde gezeigt, dass Glitazone die Expression von TFF-3 induzieren. Ob sie

daruberhinaus zur Pravention der NEC eingesetzt werden kdnnen, bleibt offen.
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