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1 Einleitung

1.1 Appendix vermiformis

Der Gastrointestinaltrakt ist ein fiir Gesundheit und Krankheit vielfach
untersuchtes Organsystem des Korpers, das in stdndigem Austausch mit
Umwelt, Mikrobiom und auch Psyche steht (Cryan et al., 2019). Er beginnt in der
Mundhéhle und mindet im Analkanal. Es handelt sich um einen muskularen
Hohlschlauch, der in seiner Gesamtheit einen analogen histologischen Aufbau
zeigt. Die unterschiedlichen Epithelauskleidungen der verschiedenen Abschnitte
ermoglichen die vielfaltigen Funktionen, die der Gastrointestinaltrakt erfullt
(Schiinke et al., 2018; Lillmann-Rauch & Asan, 2019).

Die Hauptaufgabe des Gastrointestinaltraktes und der Verdauungsdrisen ist die
Zersetzung und Resorption von Flissigkeit und Nahrungsbestandteilen.
Zuséatzlich fungiert die gastrointestinale Schleimhaut als Barriere zur Umwelt,
sodass ihr auch eine wichtige immunologische Funktion zukommt (Mukherjee &
Hooper, 2015). Die aufgenommene Nahrung gelangt durch den Mund Gber den
Oropharynx in den Osophagus zum Magen, wo die chemische Aufspaltung,
Zerkleinerung und Durchmischung stattfinden. AnschlieRend erfolgt eine
portionierte Abgabe des Speisebreis an den Dinndarm (/Intestinuum tenue), der
sich aus Duodenum, Jejunum und lleum zusammensetzt. Dem Speisebrei
werden im Duodenum Verdauungssekrete aus Leber und Pankreas zugesetzt
und die weitere Verdauung und Resorption der Nahrungsbestandteile erfolgt
dann in Jejunum und lleum. Nach der Passage durch den Dinndarm mindet der
Bolus Uber die lleozékalklappe in den Dickdarm (Intestinuum crassum), welcher
vor allem fir die Wasser- und Elektrolytresorption zustandig ist und gleichzeitig
die bakterienreichste Besiedelung des Gastrointestinaltraktes aufweist (Ostaff et
al., 2013). Das Zokum setzt sich in den Kolonrahmen fort, der aus Colon
ascendens, Colon transversum, Colon descendens und Colon sigmoideum
besteht. Inm schlieRt sich das Rektum mit dem Analkanal an. Das Z6kum weist

eine Ausstulpung auf, die Appendix vermiformis (Schiinke et al., 2018).



1.1.1 Embryologie

Das Zékum mit der Appendix vermiformis entwickelt sich aus dem embryonalen
Mitteldarm als Blinddarmdivertikel in der sechsten Entwicklungswoche. Im
Verlauf der Entwicklung eines Fotus kommt es zur Verlangerung des Kolons und
Rotation des Zokums, welches schliellich in den rechten Unterbauch wandert.
Aufgrund der anatomischen Lage der Appendix vermiformis an der zokalen
Spitze kommt es zu deren variablen Lokalisationen im rechten Unterbauch
(Hodge et al., 2021). Die Entwicklung des lymphatischen Gewebes in der
Appendix vermiformis beginnt in der 14. Entwicklungswoche und entwickelt sich

postpartal bis zur Pubertat fort (Barlow et al., 2013).

1.1.2 Topographie

Die Appendix vermiformis befindet sich in der Regel intraperitoneal in der rechten
Fossa illiaca des Abdomens in unmittelbarer Nahe zur lleozdkalklappe. Sie ist
nahe der Konvergenz der Taenia coli an der Spitze des Zékums lokalisiert und
durch eine Mesenterialfalte mit dem terminalen lleum verbunden. Diese
sogenannte Mesoappendix beinhaltet die A. appendicularis, die der A. ilicolica
entspringt und der Versorgung der Appendix vermiformis dient. Die Lokalisation
der Spitze der Appendix vermiformis variiert und befindet sich in rund 65 % der
Falle para- oder retroztkal, bei weiteren 30 % liegt sie frei im Abdomen.
Verlagerungen der Appendix vermiformis nach medial (2 %) oder nach lateral

(< 2 %) kommen nur selten vor (Barlow et al., 2013; Gehring et al., 2014).

1.1.3 Histologie

Der mikroskopische Aufbau der Appendix vermiformis entspricht im Allgemeinen
der Systematik des Gastrointestinaltraktes. Die innerste Schicht bildet die Tunica
mucosa mit ihren Zotten: Insbesondere im Bereich von Magen, Dinn- und
Dickdarm bildet die Lamina epithelialis mucosae eine Oberflache aus Zotten mit
spezialisiertem Zylinderepithel, eingestreuten Becherzellen und
enteroendokrinen Zellen, die der Aufbereitung und Verdauung von
Nahrungsbestandteilen dienen. Unmittelbar darunter befindet sich die
bindegewebige Lamina propria mit integrierter Lamina muscularis mucosae, die

eine Eigenmotilitdt der mukosalen Zotten ermdglicht. Die Tunica submucosa ist



ein mesenchymales Geflecht mit eingebetteten Blut- und Lymphgefafien sowie
einer grof3en Zellpopulation von Leukozyten und antigenprasentierenden Zellen.
Innerviert wird die Tunica submucosa durch den Plexus submucosus des
enterischen Nervensystems. Fir die Motilitit und Peristaltik des
Gastrointestinaltraktes ist die Tunica muscularis mit Ring- und Langsmuskulatur
verantwortlich. Die Innervation erfolgt durch den Plexus myentericus, einem
weiteren Anteil des enterischen Nervensystems. Die Tunica adventitia ist die
aulerste, den Gastrointestinaltrakt umgebende Schicht und wird bei
intraperitonealen Darmabschnitten als Tunica serosa bezeichnet (Aumdiiller,
2010; Thompson et al., 2018; Lillmann-Rauch & Asan, 2019).

Histologisch zeichnet sich die Appendix vermiformis insbesondere in der Tunica
submucosa durch eine Vielzahl von Lymphfollikeln aus, die sich bis in die Lamina
propria mucosae erstrecken. Sie entsprechen in Struktur und Funktion am
ehesten den Peyer-Plagues im Dinndarm (Kooij et al, 2016).
In der Tunica mucosa der Appendix vermiformis lassen sich zudem
intraepitheliale Lymphozyten nachweisen, die Antigene im Appendixlumen
detektieren und anschlieRend im Parenchym prasentieren. Die Anwesenheit
dieser Zellen weist auf eine Funktion der Appendix-Schleimhaut als Ort der

Immunstimulation hin (Spencer et al., 1985; Morbe et al., 2021).

1.1.4 Physiologie

Lange Zeit wurde die Appendix vermiformis lediglich als evolutionarer Uberrest
beschrieben. Aktuelle Studien deuten jedoch auf eine immunologische Funktion
hin, beispielsweise als immunregulatorischer Einflussfaktor bei Entziindungen
des unteren Gastrointestinaltraktes (Bolin et al., 2009; Kooij et al., 2016; Sahami
et al., 2019). Die Lokalisation der Appendix vermiformis unweit des lleozdkalpols
sowie ihr schmales Lumen bieten optimale Lebensbedingungen fir die Darm-
Mikrobiota. Im proximalen Dickdarm ist die wirtsgeférderte Biofilm-Bildung am
hochsten ausgepragt. Hier profitieren Mikrobiota auch von agonistischen
metabolischen Beziehungen und weisen eine besonders hohe Diversitat auf
(Bradshaw et al., 1997; Randal Bollinger et al., 2007; Kooij et al., 2016). Obwohl

die Appendix vermiformis ein Teil des Dickdarms ist, hat sie keinen unmittelbaren



Kontakt zur Stuhlpassage. Durch die isolierte Position am unteren Zokalpol und
das schmale Appendixlumen kann eine Kontamination der Mikrobiota in der
Appendix vermiformis durch pathogene Keime im Stuhlstrom des Dickdarms
reduziert werden (Randal Bollinger et al., 2007). Die Appendix vermiformis bildet
somit ein Reservoir fir physiologische Mikrobiota des Darms. |hr wird
beispielsweise die Aufgabe zugesprochen, nach Diarrhoen eine Neubesiedelung
des Darmes mit kommensalen Bakterien zu ermdglichen (Randal Bollinger et al.,
2007; Tytgat et al., 2019; Méorbe et al., 2021).
Die intestinale Barriere aus Mukus und kommensalen Mikroorganismen ist an der
Verhinderung einer Invasion potenziell pathogener Mikrobiota in der gesunden
Appendix vermiformis beteiligt. Unmittelbar auf der Oberflache der Enterozyten
ist die Muzin-Schicht unléslich, sodass Mikroorganismen an der direkten
Interaktion mit der Appendix-Oberflache gehindert werden (Johansson et al.,
2013). Zusatzlich zur physischen Mukus-Barriere agieren biochemische
Mechanismen des angeborenen unspezifischen Immunsystems gegen eine
intestinale Invasion von Pathogenen, sogenannte antimikrobielle Peptide
(Vgl. Kap.1.3.4) (Zasloff, 2002; Ganz, 2003; Bevins & Salzman, 2011; Ostaff et
al., 2013).

1.2 Appendicitis acuta

1.2.1 Epidemiologie

Die Appendicitis acuta (AA) ist die akute Entziindung der Appendix vermiformis.
Sie stellt mit einer Lebenszeitpravalenz von 7-16 % vor allem in der zweiten und
dritten Lebensdekade die haufigste viszeralchirurgische Operationsindikation dar
(Addiss et al., 1990; Lee et al., 2010; Stewart et al., 2014; Ferris et al., 2017).
Im Jahr 2016 machte die AA etwa 111.000 der stationdren Aufnahmen in
deutschen Krankenhausern aus (Statistisches Bundesamt, 2017). Trotz dieser
Haufigkeit des Auftretens sind die genaue Atiopathogenese der Erkrankung
sowie die Einschatzung der Krankheitsschwere anhand klinischer Parameter

bisher nur unzureichend erforscht.



1.2.2 Atiopathogenese

Bei der AA werden verschiedene Theorien zur Atiopathogenese beschrieben.
Die Lumen-Obstruktions-Hypothese ist eine vielfach diskutierte Annahme zur
Entstehung der AA. Sie geht davon aus, dass eine Verlegung des Lumens durch
Konkremente, sogenannte Appendikolithen, eine luminale Druckerhéhung
begunstigen. Dabei kdnnen die Appendikolithen aus Kotsteinen, Fremdkérpern,
Tumoren oder hyperplastischem Lymphgewebe bestehen (Marudanayagam et
al., 2006; Dzabic et al., 2008; Lamps, 2010). Die aus der Lumen-Obstruktion
resultierende Stase und Ischamie der Appendixwand koénnte das Eindringen
pathogener Mikroorganismen ermdglichen und damit zur Manifestation einer AA
fuhren (Marudanayagam et al., 2006; D’'Souza & Nugent, 2016).

Die mikrobiologische Untersuchung zeigt hierbei ein breites Spektrum an
infektiosen und nicht-infektidsen Entitaten der AA (Lamps, 2010). Der Einfluss
mikrobieller Dysbiosen und Infektionen auf die Atiopathogenese der AA sind
Gegenstand aktueller Forschung (Swidsinski, Dorffel et al. 2011, Arlt, Bharti et al.
2015). Epidemiologischen Studien legen auch einen Zusammenhang der akuten
Appendizitis mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) wie
beispielsweise der Colitis ulcerosa (CU) nahe (Kaplan, Jackson et al. 2008,
Frisch, Pedersen et al. 2009).

Die Progression des Entziindungsprozesses einer AA kann unbehandelt zu
Abszessen, Perforation und Peritonitis mit septischem Verlauf und letalem

Ausgang fiihren (Moris et al., 2021).

1.2.3 Histopathologie

Die AA lasst sich in verschiedene histopathologische Stadien einteilen, die
teilweise flieRend ineinander Gbergehen (Abb. 1). Zusatzlich kann die AA in die
Schweregrade unkomplizierte und komplizierte AA eingeteilt werden, die sich an
den histopathologischen Stadien orientieren. Dabei kann die unkomplizierte AA
selbstlimitierend verlaufen, wahrend eine komplizierte AA bereits praklinisch zur
Perforation fiihren kann (Carr, 2000; Bhangu et al., 2015; Gorter et al., 2016;
Andric et al., 2020).



Die katarrhalische, erosive AA ist histopathologisch durch granulozytare Infiltrate
in der Mukosa der Appendix vermiformis mit Vasodilatation, mukosalen
Erosionen und Fibrinbelagen charakterisiert (Bocker et al., 2012; Carr, 2000). Sie
entspricht dem Stadium einer unkomplizierten AA (Gorter et al., 2016; Andric et
al., 2020). Eine phlegmondse oder ulzerophlegmondse AA kennzeichnet sich
durch granulozytare Infiltraten in allen Wandschichten der Appendix vermiformis.
Im Appendixlumen zeigen sich eitrige Exsudate sowie eine 6dematds bedingte
Minderperfusion der Appendixwand. Lumenseitig konnen Ulzerationen der
Mukosa imponieren, die Serosa kann fibrinds belegt sein. Bei weiterer
Progression der AA kann es zu einem gangréandsen Stadium kommen, bei dem
sich Abszesse aufgrund einer bakteriellen Durchwanderung der Appendixwand
mit Perforation und Periappendizitis manifestieren kénnen. (Bocker et al., 2012;
Carr, 2000). Die Stadien ,phlegmondse/ulzerophlegmondse Appendizitis® und
,gangrandse/abszedierende Appendizitis“ entsprechen dem Schweregrad einer
komplizierten AA (Gorter et al., 2016; Andric et al., 2020).

Histopathologische Stadien der akuten Appendizitis Schweregrad
der akuten
Appendizitis
Stadium Merkmale e
Katahallscheeroaie +  Granulozytére Infiltrate der +  Fibrinexsudation U lizierte
s Mukosa . i r P t
Appendizitis © Hezmia Appendizitis
Phlegmonése/ . \%ran:lozytire Infiltrate aller ~ + gdem mit ll-h;_;:’eram\ebl
. ichte . il 6 t
utzerophiegmonGss e e it o o o s
ppendizitis
{ % Komplizierte
Appendizitis
e ae . * Nekrosen und Abszessein +  Ggf. Perforation mit
Gangranose/abszedierende/ allen Wandschichten Periappendizitis
perforierte Appendizitis

Abbildung 1: Histopathologische Stadien und Schweregrade der akuten Appendizitis.
Modifiziert nach Bocker et al., 2012 und der European association of endoscopic surgery (EAES),
Gorter et al., 2016



1.2.4 Diagnostik

Die Diagnose der akuten Appendizitis wird vor allem Kklinisch gestellt.
Bei der Anamnese werden von den Patient:innen initial haufig epigastrische
Beschwerden beschrieben, die sich nach einer Wanderung in den rechten
Unterbauch als lokalisierter Dauerschmerz prasentieren (Humes & Simpson,
2006). Haufig wird das klinische Erscheinungsbild von Ubelkeit, Erbrechen und
Appetitlosigkeit begleitet (Humes & Simpson, 2006; Krzyzak & Mulrooney, 2020).
Bei komplizierten oder protrahierten Verlaufen kann es zu systemischen
Entziindungsreaktionen kommen, die mit Fieber und Schiuttelfrost einhergehen
und auf eine potentielle Perforation der Appendix vermiformis hinweisen kdnnen
(Ambe et al., 2016). Risikofaktoren fir einen komplizierten Verlauf sind
Schwangerschaft, Alter > 65 Jahre, Adipositas sowie Immunsuppression und
Immundefizite (Andric et al., 2020).

Bei der korperlichen Untersuchung sind vor allem die klinischen Zeichen einer
Appendizitis fihrend. Dazu gehdren beispielsweise die schmerzhaften
Druckpunkte im rechten Unterbauch (McBurney-Punkt, Lanz-Punkt), der
kontralaterale Loslass-Schmerz (Blumberg-Zeichen) oder auch das Psoas-
Zeichen (Andric et al., 2020; Humes & Simpson, 2006; Moris et al., 2021). Bei
der AA handelt es sich um einen viszeralchirurgischen Notfall, der eine
rechtzeitige Diagnosestellung erfordert, sodass den Appendizitiszeichen eine
besondere Gewichtung in der Kklinischen Einschatzung der Patient:iinnen
zukommt. Bei Vorliegen eines akuten Abdomens kdnnen die Appendizitiszeichen
und eine Entzindungskonstellation in der Blutuntersuchung ohne weitere
Diagnostik bereits die Indikationsstellung einer Appendektomie rechtfertigen
(Gorter et al., 2016; Andric et al., 2020).

In der Blutuntersuchung kann sich eine AA mit erhéhter Leukozytenzahl und
einem Konzentrationsanstieg des C-reaktiven Proteins (CRP) darstellen. Dem
Procalcitonin im Sinne eines Infektionsparameters bakterieller Genese kommt
aktuell nur eine untergeordnete Bedeutung zu (Andric et al., 2020; Di Saverio et
al., 2020). Studien zeigen insbesondere bei der fortgeschrittenen AA eine
erhéhte Gesamtbilirubin-Konzentration im Serum (Sand et al., 2009; Muller et al.,
2015; Bakshi & Mandal, 2021).



Bildgebende Verfahren kénnen die Diagnostik komplettieren. Hierbei erfolgt die
Sonografie des Abdomens mit einer Spezifitdt von 71-94 % und einer Sensitivitat
von 81-98 % bei ca. 43 % der Patient:innen als einzige Bildgebung (Sartelli et
al.,, 2018). Bei Darstellung der Appendix vermiformis kann bei einem nicht-
komprimierbaren Lumen und einem Durchmesser > 6 mm mit einer Sensitivitat
von 98 % von einer AA ausgegangen werden (Di Saverio et al., 2016). Auch das
Vorliegen eines sogenannten Kokarden-Phanomens, bei dem sich die
Wandschichten durch édematdse Schwellung echogen differenziert darstellen,
weist auf eine AA hin (Lee et al., 2010; llyas et al., 2019). Weiterhin kénnen
intraabdominelle FlUssigkeitsansammlungen bei der Sonografie auf eine
Abszedierung oder in Kombination mit klinischer Exazerbation auf eine
Perforation der Appendix vermiformis hinweisen (Birnbaum & Wilson, 2000; Di
Saverio et al., 2016).

Zusatzlich kann bei unklaren Befunden oder schlechten
Untersuchungsbedingungen im Rahmen der Bildgebung noch auf die
Computertomographie (CT) zuriickgegriffen werden. Sie weist eine Spezifitat von
83—-100 % und eine Sensitivitat von 76—-100 % auf und kann bei Anwendung die
Negativ-Appendektomierate auf <5 % senken (Andric et al., 2020; Moris et al.,
2021). Die CT ist zudem laut aktueller Studien in der Lage, praoperativ Hinweise
auf den Schweregrad der AA zu geben, beispielsweise anhand des Appendix-
Durchmessers, dem Vorhandensein eines Appendikolithen oder Zeichen einer
Perforation (Moris et al., 2021). Der Nachteil der CT ist die Belastung durch
ionisierende Strahlung fur Patientiinnen, weswegen die Anwendung nur
eingeschrankt empfohlen wird (Ramarajan et al., 2009; Di Saverio et al., 2016).
Die Magnetresonanztomographie (MRT) spielt bei der Diagnostik der AA eine
untergeordnete Rolle. Bei Kindern und Schwangeren bietet die MRT jedoch eine
im Gegensatz zur CT strahlenfreie Alternative bei vergleichbarer Spezifitat von
95 % und Sensitivitat von 97 % (Gorter et al., 2016; Sugiura et al., 2020; Andric
et al., 2020).



1.2.5 Differentialdiagnosen

Die Diagnosestellung einer AA kann sich aufgrund der heterogenen klinischen
Prasentation als Herausforderung darstellen und erfordert den Ausschluss von
Differentialdiagnosen, die sich ebenfalls im rechten Unterbauch manifestieren
kénnen. Zu den Differentialdiagnosen gehdren unter anderem gastrointestinale
Krankheitsbilder, wie beispielsweise die Entziindung eines Meckel-Divertikels
oder Gastroenteritiden, die klinisch als Pesudoappendizitis imponieren kénnen.
Auch Morbus Crohn (MC), der sich in 75 % der Falle als lleitis terminalis mit
krampfhaften rechtsseitigen Unterbauchschmerzen prasentiert, kann die Klinik
einer AA imitieren (Mdller, 2018). Bei Patientinnen beinhaltet die
differentialdiagnostische Abklarung gynakologische Ursachen wie eine Adnexitis,
Extrauteringraviditat, eine Ovarialtorsion oder stielgedrehte Ovarialzysten sowie
die Endometriose. Auch urologische Erkrankungen kdnnen eine
Schmerzsymptomatik im Unterbauch erzeugen. Dazu gehdren Infektionen der
ableitenden Harnwege, die Urolithiasis oder eine Hodentorsion (Gehring et al.,
2014; Mdiller, 2018).

1.2.6 Therapie

Die allgemeine Behandlungsstrategie bei Verdacht auf AA st die
Appendektomie, obwohl sich bei der unkomplizierten AA zunehmend auch ein
konservatives Vorgehen etabliert (Sallinen et al., 2016; Sartelli et al., 2018;
Becker et al., 2018; Téoule et al., 2020; CODA Collaborative, 2020).

Bei der Appendektomie sind die Optionen des operativen Zugangsweges die
konventionell-offene Technik als Laparotomie und die minimalinvasive Technik

mittels Laparoskopie.

Die Laparotomie erfolgt durch einen rechtsseitigen Wechselschnitt nach
McBurney. Nach Auffinden, Mobilisation und Praparation der Appendix
vermiformis erfolgt die Absetzung durch Ligatur und Naht mit anschlieBendem

schichtweisen Wundverschluss (Miiller, 2018).

Die laparoskopische Vorgehensweise ist der derzeitige Goldstandard. Hierbei
wird unter Anlage eines Kapnoperitoneums die Appendix vermiformis prapariert,

von der Mesoappendix getrennt und unter Zuhilfenahme einer Réder-Schlinge



oder eines Endostaplers vom Zokum reseziert (Veziant & Slim, 2014; Muller,
2018). Die Laparoskopie geht gegeniiber der Laparotomie mit einer verringerten
Schmerzwahrnehmung, niedrigerer iatrogener Wundinfektionsrate, kurzerer
Krankenhausverweildauer, schnellerer Wiedererlangung der Alltagsaktivitat,
niedrigeren Kosten und besserer Lebensqualitat einher (Di Saverio et al., 2020).
Zusétzlich ermdglicht die Laparoskopie eine gute intraabdominelle Ubersicht,
sodass bei intraoperativ unauffalliger Appendix vermiformis unmittelbar weitere
Differentialdiagnosen abgeklart werden kénnen (Lin et al., 2009; StoR et al.,
2021).

Obwohl die Appendektomie bei der komplizierten AA noch immer den
Goldstandard der Behandlung darstellt (Bhangu et al., 2015; Gorter et al., 2016;
Andric et al., 2020), wird das invasive Vorgehen bei unkomplizierter AA
zusehends in Frage gestellt und eine konservative Behandlung mit Antibiotika
diskutiert (Prechal et al., 2019; CODA Collaborative, 2020; Andric et al., 2020;
Kohler et al., 2021; Lotfallah et al., 2021; Talan & Saverio, 2021; Moris et al.,
2021).

Aktuelle Ubersichtsarbeiten und Metaanalysen zeigen, dass bei Patient:innen mit
unkomplizierter AA eine systemische Therapie mit Antibiotika der
Appendektomie zunachst nicht unterlegen ist (Sallinen et al., 2016; CODA
Collaborative, 2020; Talan & Saverio, 2021; Moris et al., 2021). Eine
unkomplizierte AA wird dabei préoperativ als eine Entzindung der Appendix
vermiformis ,ohne Hinweis auf Gangran, Umgebungsphlegmone, freie purulente
Flussigkeit oder Abszess* charakterisiert (Gorter et al., 2016; Andric et al., 2020).
Uber die Rezidiv- und Hospitalisierungsrate nach konservativer Therapie wird
kontrovers diskutiert. Sallinen et al. berichten von einer Rehospitalisierung mit
Appendektomie bei rund 26 % der Patient:innen innerhalb eines Jahres (Sallinen
et al.,, 2016). Auch Podda et al. zeigten in einer Metaanalyse ein
Therapieversagen nach konservativer Therapie bei ca. 27,7 % der Patient:innen
nach einem Jahr (Podda et al., 2019).
Bislang existiert kein klinischer Marker, kein risikoarmes bildgebendes Verfahren
und kein etabliertes Scoring-System, um praoperativ die komplizierte von der

unkomplizierten akuten Appendizitis sicher differenzieren zu kdnnen.
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1.3 Immunsystem

Das Immunsystem dient der Abwehr von Krankheitserregern, Fremdsubstanzen
sowie der Beseitigung gestorter korpereigener Zellen und kann in zwei
universale, miteinander interagierende Systeme eingeteilt werden: das
angeborene und das erworbene Immunsystem. Beide Systeme agieren sowohl
durch spezielle Immunzellen als auch durch Proteinstrukturen, die man in ihrer
Gesamtheit als zelluldre und humorale Immunabwehr bezeichnet
(Fearon & Locksley, 1996; Parkin & Cohen, 2001; Chairatana & Nolan, 2017).

1.3.1 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ermdglicht eine schnelle unspezifische
Immunantwort innerhalb weniger Minuten. Zellulare Abwehrmechanismen,
bestehend aus neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen,
erkennen Uber spezielle Rezeptoren, sogenannte Pattern recognition receptors
(PRRs), konservierte Strukturen von Mikroorganismen. Diese Strukturen
bezeichnet man als Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) oder als
Microbe-associated molecular patterns (MAMPs) (Ostaff et al., 2013; Mukherjee
& Hooper, 2015). Die Gruppe der MAMPs bildet zusatzlich zu den PAMPs auch
die konservierten Strukturen nicht-pathogener Mikroorganismen ab, die ebenfalls
durch PRRs detektiert werden konnen (Didierlaurent et al., 2002).
Durch die Erkennung dieser konservierten Strukturen kann die Phagozytose und
die Ausschittung antimikrobieller Peptide (AMPs) eingeleitet werden und damit
die Aufrechterhaltung der intestinalen Homodostase gewahrleistet werden (Kumar
et al., 2011). PRRs befinden sich in Form von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) auf
der Zellmembran und kommen in Form von NOD-like-Rezeptoren (Nucleotide
binding oligomerization domain, NLRs) auch intrazellular vor (Aderem & Ulevitch,
2000). NOD-like-Rezeptoren erkennen Oberflachenmolekiile von grampositiven
und gramnegativen Bakterien. Bei Kontakt aktivieren sie die Synthese und
Sekretion von Effektormolekilen wie beispielsweise die humanen Defensine
(HD) 5 und 6 (Wehkamp, Schmid, et al., 2005; Moreira & Zamboni, 2012). Die
Stimulation von TLRs durch MAMPs aktiviert den Nuclear factor 'kappa-light-

chain-enhancer’ of activated B-cells- (NF-kB-) Signalweg, der fir die Regulation
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immunrelevanter Effektormolekile wie antimikrobieller Peptide, Zytokine und

Chemokine verantwortlich ist (Didierlaurent et al., 2002; Kumar et al., 2011).

Hier zeigt sich die Verbindung des angeborenen zum erworbenen Immunsystem:
Durch die Stimulation von TLRs werden chemotaktische Effektormolekile
synthetisiert, die antigenprasentierende Zellen der erworbenen Immunabwehr
rekrutieren und in der Folge naive T-Lymphozyten aktivieren (Didierlaurent et al.,
2002).

Beim erworbenen Immunsystem handelt es sich um eine regulierte Interaktion
zwischen antigenprasentierenden Zellen des angeborenen Immunsystems und
B- sowie T-Lymphozyten, die Krankheitserreger spezifisch bekdmpfen kénnen.
Bei Erstkontakt mit einem Erreger reagiert das erworbene Immunsystem
verzogert und bendétigt Tage bis Wochen bis zur vollstandigen Ausbildung
spezifischer ~ Abwehrmechanismen. Ausschlaggebend hierfir ist die
Aktivierungsdauer der Lymphozyten, die zunachst durch Effektormolekiile
antigenprasentierender Zellen stimuliert werden mussen. Bei erneuter Exposition
mit dem gleichen Erreger kommt es durch B-Gedachtniszellen des erworbenen
Immunsystems wesentlich schneller und effizienter zur Wirtsverteidigung. Fur die
erfolgreiche Abwehr von Pathogenen ist das perfekte Zusammenspiel beider
Systeme notwendig (Fearon & Locksley, 1996; Medzhitov & Janeway, 2000;
Parkin & Cohen, 2001; Bonilla & Oettgen, 2010).

1.3.2 Mikrobiota des Gastrointestinaltraktes

Der menschliche Organismus lebt in einer Gemeinschaft mit einer Vielzahl von
Bakterien, Pilzen, Archaeen und Parasiten, die in ihrer Gesamtheit als Mikrobiota
bezeichnet werden (Turnbaugh et al., 2007). Der Gastrointestinaltrakt beherbergt
dabei die meisten Mikrobiota des Kdrpers (Martins dos Santos et al., 2010;
Sender et al., 2016). Die Besiedelung des Gastrointestinaltraktes beginnt mit der
Geburt und entwickelt sich nach etwa drei Lebensjahren zum komplexen adulten
intestinalen Mikrobiom (Hollister et al., 2015; Knight et al., 2017; Manor et al.,
2020; Rackaityte & Lynch, 2020).
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Die Zusammensetzung der Mikroorganismen variiert in Abhangigkeit von Alter,
Gesundheitszustand, Umweltfaktoren,  ethnischer = Zugehorigkeit  und
Ernahrungsgewohnheiten (Martins dos Santos et al., 2010; Ostaff et al., 2013;
Manor et al, 2020). Dabei wird allgemein angenommen, dass die
Zusammensetzung des Mikrobioms an der Pathogenese sowohl von
gastrointestinalen als auch extraintestinalen Erkrankungen beteiligt sein kann
(Ley et al., 2006; Cani, 2018; Ehmann et al., 2019; Manor et al., 2020).

1.3.3 Epitheliale Barriere

Der Gastrointestinaltrakt beherbergt zwischen 102 und 10'® Mikroorganismen
und weist damit die hochste Anzahl und Diversitdt von Mikrobiota des
menschlichen Korpers auf (Martins dos Santos et al., 2010; Sender et al., 2016;
Cani, 2018). Die Zusammensetzung des intestinalen Lumeninhaltes aus
Verdauungssekreten, kommensalen und potenziell pathogenen
Mikroorgansimen bedarf folglich einer Feinkoordination des intestinalen

Immunsystems.

Im Gastrointestinaltrakt bezeichnet man die Gesamtheit der humoralen und
zellularen  Abwehrmechanismen sowie der organisierten intestinalen
Lymphfollikel als gut-associated Ilymphoid tissue (GALT) (Mowat, 2003;
Brandtzaeg et al., 2008). Unter humoralen Abwehrmechanismen wird die
Produktion von Antikdrpern durch B-Zellen verstanden, zu den zellularen
Abwehrmechanismen gehdren aktivierte T-Zellen, die direkt zytotoxisch wirken
(Selsted & Ouellette, 2005; Bonilla & Oettgen, 2010). Um das Eindringen von
Mikroorganismen zu verhindern, grenzt die epitheliale Barriere das Darmlumen
vom Korpergewebe ab. Sie setzt sich aus physischen und biochemischen
Komponenten bestehend aus einer Mukusschicht mit antibakteriellen
Effektormolekilen, dem Oberflachenepithel und den intestinalen Immunzellen
wie Makrophagen, dendritischen Zellen, Granulozyten und Lymphozyten
zusammen (Wehkamp, Frick, et al., 2016).
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1.3.3.1 Physische Barriere

Zu den physischen Abwehrstrategien des Darms gehort zum einen die
kontinuierliche Propulsion des Darms. Sie bewirkt eine transiente Stuhlpassage,
ohne die sich Mikroorganismen lokal ungehindert vermehren kénnten. Weiterhin
bilden Enterozyten und die angrenzende Mukusschicht eine epitheliale
Diffusionsbarriere, die das Eindringen von Mikroorganismen in die Darmwand
verhindern soll. Die Mukusschicht besteht aus Wasser-bindenden Muzinen,
insbesondere aus Muzin-2, welche von intestinalen Becherzellen synthetisiert
werden. Wahrend die Mukusschicht im Diinndarm diskontinuierlich ist, setzt sie
sich im Dickdarm aus zwei kontinuierlichen Schichten zusammen.
Die innere Schicht (ca. 200 uym) befindet sich stationar auf dem Dickdarmepithel
und wird stetig erneuert. Die Muzine bilden hier ein molekulares Netz aus Poren,
welches fiir gastrointestinale Bakterien nahezu undurchlassig ist. Hier findet sich
vor allem das immunologisch aktive Immunglobulin A und AMPs.
Die wesentlich dickere, auflere Schicht (ca. 600 um) ist durchlassiger fir
Bakterien und bildet so die Grundlage fiir die Besiedelung der Schleimhaut durch
kommensale Mikroorganismen (Johansson et al., 2011; Johansson & Hansson,
2016). Eine pathologisch gesteigerte Durchlassigkeit der Mukusschicht in
Kombination mit einem veranderten Mikrobiom ist ein aktuelles
pathophysiologisches Modell fir die Entstehung von entzindlichen
Darmerkrankungen (Jakobsson et al., 2015; Johansson & Hansson, 2016;
Wehkamp & Frick, 2017; Paone & Cani, 2020).

1.3.3.2 Biochemische Barriere

Die mukosale Verteidigung des Gastrointestinaltraktes erfordert neben der
physischen auch eine biochemische Abwehrkomponente, zu der zellulare und
humorale Mechanismen der angeborenen und erworbenen Immunabwehr
gehoren. Im Gastrointestinaltrakt findet sich ubiquitar lymphatisches Gewebe des
GALT, zu denen die Peyer-Plaques des Dunndarms, isolierte intestinale
Lymphfollikel und auch die Appendix vermiformis gehdren (Brandtzaeg & Pabst,
2004). Das GALT besteht aus immun-induktiven Strukturen, wie beispielsweise
den M-Zellen der Peyer-Plaques, die intestinale Antigene erkennen. Zudem

gehdren immun-effektorische Strukturen zum GALT, welche das angeborene
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und das erworbene Immunsystem aktivieren und damit eine Immunreaktion
auslésen (Neutra et al., 2001; Brandtzaeg & Pabst, 2004). Die Induktion des
angeborenen Immunsystems durch die Erkennung von MAMPs mittels PRPs hat
eine Expression und Sekretion von Verteidigungsmolekiilen zur Folge. Dazu
gehdren Immunglobuline, Komplementfaktoren und AMPs, die eine Invasion von
Mikroorganismen in die Darmwand verhindern sollen. Die Induktion der
erworbenen Immunabwehr bewirkt die Aktivierung von B- und T-Zellen sowie die
Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses (White et al., 1995; Neutra et
al., 2001; Brandtzaeg & Pabst, 2004; Sina et al., 2018).

1.3.4 Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMPs) gehdren zu den Host defense peptides (HDPs).
Sie fungieren als direkte Bekéampfer von Infektionen und modulieren zusatzlich
indirekt das angeborenen Immunsystem. Es handelt sich bei AMPs um eine
diverse Gruppe von Abwehrmolekiilen der angeborenen Immunabwehr, die in
allen Lebewesen vorkommen (Zasloff, 2002; Mookherjee et al., 2020). Neben der
Wirkung auf Bakterien, Pilze und Viren zeigen AMPs auch zytotoxische Aktivitat
gegenilber Krebszellen. Aktuell sind mehr als 3000 verschiedene AMPs bekannt
(Zasloff, 2002; Wang et al., 2016; Huan et al., 2020). Die meist kationischen
Peptide unterscheiden sich in Konformation, Ladung, Hydrophobiezitat und
Sekundarstruktur. Sie weisen auch gemeinsame Merkmale, wie die geringe
GroRe und eine lineare oder zyklische Struktur auf (Otte et al., 2003; Wilson et
al., 2013; Kang et al., 2017; Buda De Cesare et al., 2020; Lazzaro et al., 2020).
Ihre Hauptfunktion ist der Schutz der Integritdt des Darms gegeniber der
kontinuierlichen Exposition von Mikroorganismen der Umwelt sowie die
Aufrechterhaltung der Homoostase der Mikrobiota. Viele AMPs sind zudem an
immunmodulatorischen Prozessen wie der Apoptose oder der Wundheilung
beteiligt (Wang, 2014; Hancock et al., 2016; Koeninger et al., 2020). Die zentrale
Gruppe der AMPs im Gastrointestinaltrakt stellen die Defensine dar (Ganz, 2003;
Bevins & Salzman, 2011; Ostaff et al., 2013; Mukherjee & Hooper, 2015).
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1.3.5 Defensine

Defensine sind endogene Peptide, die von Leukozyten und Epithelzellen gebildet
und sezerniert werden (Ganz et al., 1985; Harder et al., 2001; Wehkamp,
Fellermann, et al., 2005; Fruitwala et al., 2019). Sie sind kationisch geladen,
bestehen aus 18-45 Aminosauren und besitzen ein Molekulargewicht von 3—
4 kDA (Lehrer & Lu, 2012; Ostaff et al., 2013). Neben ihrer direkten
antimikrobiellen Aktivitat erfillen Defensine regulatorische Aufgaben der
intestinalen Immunabwehr. Sie férdern unter anderem die Degranulation von

Mastzellen, wirken anti-fibrinolytisch und chemotaktisch.

Anhand ihrer charakteristischen Cystein-Disulfid-Konfiguration lassen sich
Defensine in zwei Hauptgruppen unterteilen: a- und [B-Defensine
(Ganz, 2003; Otte et al., 2003; Selsted & Ouellette, 2005; Hancock et al., 2016;
Fruitwala et al., 2019).

1.3.51 a-Defensine

Derzeit sind sechs humane a-Defensine bekannt. Vier davon, die humanen
neutrophilen Peptide 1-4 (HNPs) werden von Immunzellen wie neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und natirlichen Killerzellen exprimiert (Ganz et al.,
1985; Selsted & Ouellette, 2005). Die verbleibenden zwei a-Defensine, die
humanen Defensine 5 und 6 (HD-5 und HD-6), werden von Paneth-Zellen im
Dinndarm produziert (Selsted & Ouellette, 2005; Lehrer & Lu, 2012).

Namensgebend fir die humanen neutrophilen Peptide war die Erstbeschreibung
in neutrophilen Granulozyten. HNPs besitzen ein breites antimikrobielles
Wirkspektrum gegenliber Bakterien, Pilzen und behiillten Viren (Ganz et al.,
1985; Holly et al.,, 2017). Zusatzlich besitzen sie immunmodulatorische
Eigenschaften (Mookherjee & Hancock, 2007; Fruitwala et al., 2019).

Die beiden a-Defensine HD-5 und HD-6 sind maRgeblich an der biochemischen
Barriere des Diinndarms beteiligt und werden in den Lieberkiihn-Krypten von
Paneth-Zellen exprimiert (Ganz, 2003; Fruitwala et al., 2019). Die Paneth-Zellen
speichern HD-5 und HD-6 als Propeptide in intrazellularen Vesikeln, die durch
einen bakteriellen Stimulus nach apikal sekretiert werden. Die Propeptide werden

anschlieBend im Darmlumen durch proteolytische Prozesse, beispielsweise
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durch Trypsin, in ihre aktive, antibiotische Form metabolisiert (Otte et al., 2003;
Ouellette, 2011). Die antimikrobielle Wirksamkeit von a-Defensinen ergibt sich
aus ihren strukturellen Komponenten, namlich den kationischen und
hydrophoben Abschnitten, mit denen sie hervorragend an mikrobielle

Oberflachen, insbesondere an negativ geladene Bakterien binden kénnen.

HD-5 entfaltet seine bakterizide Wirkung durch die Bildung dimerer Poren in der
Zellmembran der Mikrobiota, was zum Absterben der Erreger fiihrt (Ganz, 2003;
Ouellette, 2011; Mukherjee & Hooper, 2015). Das antimikrobielle
Wirksamkeitsspektrum von HD-5 erstreckt sich tber Bakterien wie Escherichia
coli oder Staphylococcus aureus Uber Pilze bis hin zu einigen Viren (Ericksen et
al., 2005; Salzman et al., 2003; Zins et al., 2014).

HD-6 zeigt zwei antimikrobielle Wirkmechanismen. Sein direkt bakterizides
Potential entfaltet HD-6 nur unter reduzierenden Bedingungen, wie sie im Darm
herrschen. Dort zeigt es vor allem Wirkung gegen anaerobe Darmbakterien
(Schroeder et al., 2015). Indirekt bakterizid wirkt HD-6 auf dem Grund der
Kolonkrypten, wo ein aerobes Milieu herrscht und keine reduzierenden
Bedingungen vorliegen. HD-6 kann hier die Bakterienbewegung durch die
Ausbildung von Nanonetzen hemmen und damit eine Invasion der Schleimhaut
durch Mikrobiota verhindern (Chu et al., 2012; Schroeder et al., 2015; Wehkamp
& Stange, 2020).

1.3.5.2 B-Defensine

B-Defensine bilden die zweite Gruppe humaner Defensine und kommen ubiquitar
in Wirbeltieren vor (Zasloff, 2002; Zhao & Lu, 2014). Die humanen B-Defensine
(hBDs) werden hauptsachlich von Epithelzellen der Haut, des Atemtraktes, des
Urogenitaltraktes und des Gastrointestinaltraktes exprimiert (McCray & Bentley,
1997; Bals et al., 1998; Dunsche et al., 2002; Ganz, 2003; Stange et al., 2005;
Hazlett & Wu, 2011; Fruitwala et al., 2019). Auch Immunzellen wie Monozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen sind in der Lage, B-Defensine zu
exprimieren (Duits et al., 2002; Ryan et al., 2011). Die endogenen Peptide
fungieren ebenso als Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenen

Immunsystem, da sie neben ihrer antimikrobiellen Aktivitat zusatzlich
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chemotaktisch auf dendritische Zellen, T-Zellen und Makrophagen wirken (Otte
et al., 2003; Semple & Dorin, 2012; Hancock et al., 2016; Koeninger et al., 2020).
Aktuell sind vier Subgruppen der humanen B-Defensine naher beschrieben: die
humanen B-Defensine 1-4 (Garcia et al., 2001; Pazgier et al., 2006; Huan et al.,
2020). Diese unterscheiden sich zum einen in ihrer antimikrobiellen Aktivitat und
zum anderen in ihrer Induzierbarkeit durch proinflammatorische sowie bakterielle
Stimuli (Harder et al., 2001; O’Neil et al., 1999; Sgrensen et al., 2005). Alle B-
Defensine weisen bereits bei niedrigen Peptid-Konzentrationen eine
Subgruppen-spezifische, breite antimikrobielle Aktivitat gegen Mikroorganismen
wie grampositive und gramnegative Bakterien, Pilze und Viren auf (Schneider et
al., 2005). Im Wesentlichen agieren humane
B-Defensine bakterizid, indem sie negative Ladungen auf mikrobiellen
Membranen reduzieren und somit membranolytisch wirken (Gao et al., 2021).
Fir diese Wirkung sind vor allem die Umgebungsbedingungen ein
entscheidender Faktor. Eine hohe lokale Salzkonzentration inhibiert zum Beispiel
die antimikrobielle Aktivitdt von hBD-1 und hBD-2, wahrend hBD-3 Salz-resistent
ist (Goldman et al., 1997; Bals et al., 1998; Harder et al., 2001; Ageitos et al.,
2017).

Die Expression von hBD-1 erfolgt konstitutiv und ubiquitar in allen Epithelien.
Zuséatzlich kann die Expression von hBD-1 durch bakterielle Antigene und
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-138, TNF-a und IFN-y gesteigert
werden (Ganz, 2003; Pero et al., 2017). Die antimikrobielle Aktivitat von hBD-1
hangt besonders von den Umgebungsbedingungen ab: hBD-1 in oxidierter
Konformation zeigt nur eine geringe Wirksamkeit, beispielsweise gegen
gramnegative Bakterien wie Escherichia coli. Die reduzierte Konformation von
hBD-1 zeichnet sich ahnlich wie HD-6 durch die Ausbildung einer netzartigen,
bakteriziden Struktur aus und erreicht dadurch eine breite antimikrobielle Aktivitat
gegen grampositive Bakterien und Pilze (Schroeder et al., 2011; Pero et al., 2017;
Raschig et al., 2017).

Die B-Defensine hBD-2, hBD-3 und hBD-4 sind durch bakterielle Antigene und
proinflammatorische Zytokine induzierbar. Sie wirken membranolytisch und

bilden Poren in den Zellmembranen von Mikroben. Wahrend hBD-1 vor allem
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gegen gramnegative Bakterien wirksam ist, zeigen hBD-2, hBD-3 und hBD-4
auch gegen grampositive Erreger eine direkte bakterizide Wirkung (Hazlett & Wu,
2011; Jarczak et al., 2013; Zhao & Lu, 2014).

Zu den im Gastrointestinaltrakt vorkommenden B-Defensinen gehéren hBD-1,
hBD-2 und hBD-3, die von Epithelzellen im Rahmen der angeborenen
Immunabwehr exprimiert werden (Otte et al., 2003; Wehkamp, Fellermann, et al.,
2005). HBD-4 spielt im Darm eine allenfalls untergeordnete Rolle
(Garcia et al., 2001; Otte et al., 2009).

1.4 Komplexe Barrierestorungen des Gastrointestinaltraktes:
Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CEDs) sind durch chronisch-
progrediente oder schubférmig verlaufende Entziindungen der Schleimhaut des
Gastrointestinaltraktes charakterisiert und treten mit einer Pravalenz von 0,3 %
in der westlichen Hemisphare auf (Ng et al., 2018). Es handelt sich bei den CEDs
um komplexe Barrierestérungen der gastrointestinalen Schleimhaut, bei denen
es zu einer defekten Interaktion zwischen angeborenem Immunsystem,
Schleimhautbarriere und Mikrobiota kommt. Der Verlauf und der Progress von
CEDs ist abhangig vom multidimensionalen Zusammenspiel CED-assoziierter
genetischer Polymorphismen (Khor et al., 2011; Ogura et al., 2001; Podolsky,
2002; Ellinghaus et al, 2015; Stange & Wehkamp, 2016), der
Schleimhautentziindung und dem Darmmikrobiom (de Souza et al., 2017; Fritsch
& Abreu, 2019; Manichanh et al., 2012; Ni et al., 2017; Wehkamp & Frick, 2017).
Die haufigsten Entitaten sind Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU).

MC kann klinisch anhand der Montreal-Klassifikation in einen ilealen, eine
ileokolonischen, einen kolonischen sowie einen den oberen und/oder unteren
Gastrointestinaltrakt betreffenden Subtyp eingeteilt werden (Silverberg et al.,
2005). Die meist diskontinuierliche Entziindung der Schleimhaut manifestiert sich
transmural. Hierdurch kann es zum Auftreten von Abszessen, Fisteln und
Strikturen kommen (Abraham & Cho, 2009; Khor et al., 2011; Warren, 2004). Bei
MC mit Beteiligung des Diinndarms kommt es zu einer Minderexpression von

AMPs, speziell der von Paneth-Zellen exprimierten a-Defensine, die in etwa 50 %
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der Falle auf eine Mutation im NOD-2-Gen zuriickzufihren ist (Simms et al.,
2008; Wehkamp & Stange, 2010; Ouellette, 2011; G. Tan et al., 2015; Wehkamp
& Stange, 2020). Bei MC mit Beteiligung des Dickdarms ist das sonst konstitutiv
exprimierte 3-Defensin hBD-1 erniedrigt und die Induktion der B-Defensine
hBD-2 und hBD-3 beeintrachtigt (O'Neil et al,, 1999). Aufgrund des
Inflammationsgeschehens bei kolonischem MC kommt es zur vermehrten
Bildung metaplastischer Paneth-Zellen, die nun a-Defensine auch im Kolon
sekretieren (Tanaka et al., 2001). Die insuffiziente Expression der AMPs
beglinstigt eine Invasion intestinaler Mikrobiota und damit die Entstehung von
MC (Wehkamp, Gétz, et al., 2016).

CU tritt praferiert im Rektum auf und kann sich kontinuierlich tiber den Dickdarm
im  Sinne einer Pankolitis ausbreiten (Khor et al., 2011).
Die Schleimhautentziindung beschrankt sich meist auf Mukosa und Submukosa
und geht mit Entzindungen und Abszessen der Darmkrypten einher (Warren,
2004; Abraham & Cho, 2009; Khor et al., 2011; Stange & Schroeder, 2019).
Der Barrieredefekt der CU begriindet sich auf einer insuffizienten Struktur und
Funktion der Mukusschicht als Teil der intestinalen Schleimhautbarriere bei
suffizienter oder gesteigerter Expression antimikrobieller Peptide (Fahigren et al.,
2004; Klag et al., 2013; Post et al., 2019). Insbesondere das Muzin-2 als
Strukturkomponente zeigt sich bei CU sowohl in entziindeten als auch in
gesunden Dickdarmarealen reduziert (Post et al., 2019). Muzine sind mit ihrer
negativ geladenen Oberflachenstruktur Andockpunkte fiir die positiv geladenen
AMPs und bilden somit die Grundlage einer potenten Abwehr der intestinalen
Schleimhaut (Stange & Schroeder, 2019). Weiterhin geht eine CU mit einer
erniedrigten Anzahl von Sentinel-Becherzellen einher. Diese spezialisierten
Becherzellen sitzen nahe der Krypta-Offnung und kénnen im Sinne der Abwehr
nach Kontakt mit bakteriellen Antigenen vermehrt Schleim sekretieren und die
benachbarten Zellen mittels Signaltransduktion alarmieren (Birchenough et al.,
2016; Post et al., 2019).

MC und CU unterscheiden sich auch genetisch: Die etwa 160 bekannten
Risikogene fiir CED wiegen bei der Entwicklung eines MC hoher gegentiber der

Entwicklung einer CU auf (Rosenstiel et al., 2009). Bei MC ist beispielsweise die
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zuvor beschriebene Mutation im NOD-2 Gen zu erwahnen, die eine reduzierte
Expression von a-Defensinen zur Folge hat (Ogura et al., 2001; Simms et al.,
2008; Quellette, 2011; G. Tan et al., 2015; Wehkamp & Stange, 2010, 2020;
Morbe et al., 2021). Weiterhin wirken sich Umweltfaktoren wie die Applikation von
Antibiotika vor dem Erwachsenenalter, hohe Hygienestandards, Ernahrung und
auch der Nikotinabusus auf Verlauf und Progress einer CED aus (Rosenstiel et
al., 2009; Frolkis et al., 2013).

Sowohl bei MC als auch bei CU kommt es durch den Barrieredefekt zur Dysbiose
kommensaler Mikrobiota mit konsekutiver Invasion in die Mukosa, wie in
Abbildung 2 dargestellt ist. Auch jene Mikrobiota, die normalerweise im Lumen
des Darms eine immunologische Toleranz genielen, I6sen nun in der
Schleimhaut eine Aktivierung des Immunsystems aus, befeuern eine lokale
Inflammation und manifestieren damit die chronisch entzindliche
Darmerkrankung (Abraham & Cho, 2009; Klag et al., 2013; Wehkamp et al.,
2009, S. 2009).

normal Morbus Crohn Colitis ulcerosa
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‘ Sekretion von Mucus

Abbildung 2: Schleimhautbarriere bei Gesunden, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa.
Mit freundlicher Genehmigung des Deutschen Arzteblatts,
,Chronisch entziindliche Darmerkrankungen” (Wehkamp, Gétz, et al., 2016)

bakterielle
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1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die Atiologie und Pathophysiologie der Appendicitis acuta sind trotz des hohen
Lebenszeitrisikos des Auftretens und ihrer medizinischen, sozialen und
volkswirtschaftlichen Relevanz bis heute kaum verstanden.
In dieser Arbeit soll das pathophysiologische Konzept einer komplexen
Barrierestérung, wie es in den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

nachgewiesen wurde, am Beispiel der akuten Appendizitis untersucht werden.

Ziel dieser Arbeit ist die Beantwortung des folgenden primaren und der

sekundaren Endpunkte:
Primarer Endpunkt

e Bestimmung der Expressionsmuster antimikrobieller Peptide (a-Defensine,

B-Defensine) bei der Appendicitis acuta
Sekundare Endpunkte

e Bestimmung des Schweregrades der Appendicitis acuta anhand der

histopathologischen Stadien

e Zuordnung der Defensin-Expressionsmuster zu Schweregraden und

histopathologischen Stadien der Appendicitis acuta

e Bestimmung der Art einer Barrierestdrung bei der Appendicitis acuta aufgrund

des vorliegenden Expressionsmusters der Defensine

o Korrelation der allgemeinen systemischen Entziindungsreaktion mit dem

lokalen Expressionsmuster der Defensine
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2 Material und Methoden

2.1 Material
Im Folgenden werden die verwendeten Materialien aufgelistet. Alle Chemikalien,
Gerate und Verbrauchsguter, die nicht aufgelistet sind, entsprechen der

Standardlaborausstattung.

2.1.1 Equipment

Tabelle 1: Verwendete Gerate mit Hersteller-Angabe

Gerite Hersteller

16R Megafuge Thermo Scientific, USA

LightCycler® 480 Roche, Deutschland

Mastercycler gradient Eppendorf, Deutschland

Nanodrop 1000 PEQLAB Biotechnologie, Deutschland
Tischzentrifuge Eppendorf, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsgiiter

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Hersteller-Angabe

Produkt Hersteller

Collection Tubes Qiagen, Deutschland
Multiwell Plate 96, fir Light Cycler® 480 Sarstedt, Deutschland
Light Cycler® 480 Sealing Foil Roche, Deutschland

2.1.3 Chemikalien, Enzyme, Primer und Plasmide

21.31 Chemikalien
Tabelle 3: Verwendete Chemikalien mit Hersteller-Angaben
Chemikalien & Reagenzien Hersteller
Ethanol 96 % VWR, USA
Nuklease-freies Wasser Qiagen, Deutschland
RNAse-freies Wasser Qiagen, Deutschland
RNAlater RNA Stabilization Reagent Qiagen, Deutschland
TRIzol® Reagenz Thermo Fischer Scientific, USA
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213.2

Enzyme und Kits

Tabelle 4: Verwendete Enzyme und Kits mit Hersteller-Angabe

Enzyme und Kits

Hersteller

Direct-zol™ RNA Miniprep
iScript™ cDNA Synthesis Kit
LightCylcer® 480 SYBR Green | Master

Zymo-Research Corp, Deutschland

Bio-Rad, USA

Roche, Deutschland

2133

Sequenzen, Primer und

Plasmide

Alle Sequenzen der verwendeten humanen mRNA zur quantitativen Real-Time-

Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) wurden aus der ,Nucleotide“-Datenbank

des National Center for Biotechnology Information (NCBI) bezogen (Tab. 5). Die

Herstellung der Primer erfolgte durch die Firmen Biomers, MWG-Biotech und

Eurofins in Deutschland. Die jeweiligen Primer wurden mittels HPSF (High Purity

Salt Free)-Verfahren aufgereinigt und bei -20 °C in Nuklease-freiem Wasser

gelagert.

Tabelle 5: Verwendete Primer mit Angaben zu den Primer-Sequenzen fiir die qRT-PCR

Zielgen Sense (5°-3°) Antisense (3°-5") Her-
steller
HD-5 GCCATCCTTGCTGCCATTC AGATTTCACACACCCCGGAGA MWG-
Biotech
HD-6 CCTCACCATCCTCACTGCTGTTC CCATGACAGTGCAGGTCCCATA MWG-
Biotech
hBD-1 GGCCTCAGGTGGTAACTTTCT TTCTTCTGGTCACTCCCAGC Eurofins
hBD-2 ATCAGCCATCAGGGTCTTGT GAGACCACAGGTGCCAATTT Eurofins
hBD-3 TGAAGCCTAGCAGCTATGAGGATC CCGCCTCTGACTCTGCAATAA Eurofins
IL-8 ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGC TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTC  MWG-
Biotech

Die Plasmide, welche der qRT-PCR als externe Standardreferenz der zu

detektierenden DNA-Abschnitte dienten, wurden durch die Mitarbeiter:innen der

AG Wehkamp (Innere Medizin |, Universitatsklinikum Tubingen) synthetisiert.
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2.1.4 Software

Tabelle 6: Verwendete Software

Programm Hersteller

Light Cycler Software release 1.5.0 Roche, Deutschland
NanoDrop 1000 Operating Software, Version 3.8.1 Thermo Fischer, USA

SPSS Statistics, Version 25 IBM; Armonk, New York, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung

Das Screening zur Rekrutierung von Patientiinnen, bei denen aus der
Gesamtschau der klinischen, laborchemischen und bildgebenden Befunde die
Verdachtsdiagnose einer AA gestellt wurde, erfolgte in der chirurgischen
Poliklinik der Klinik fur Allgemeine, Viszeral- und Transplantationschirurgie des
Universitatsklinikums Tubingen. Als therapeutische Konsequenz ergab sich die
Indikation zur Appendektomie und damit die mogliche Rekrutierung. Die
Patient:innen wurden durch das arztliche Personal fur die vorliegende Studie

rekrutiert und gaben ihr schriftliches Einverstandnis hierfir.

Die Appendektomie wurde primar in laparoskopischer Technik durchgefihrt (vgl.
Kapitel 1.2.6). Alle Patient:innen erhielten pra-operativ eine Single shot-Antibiose
zur Surgical Site infection Prophylaxe, die das grampositive, gramnegative und
anaerobe Erregerspektrum abdeckte. Die Absetzung der Appendix vermiformis
erfolgte entweder durch eine ROder-Schlinge oder mittels eines linearen
Klammernahtinstrumentes, dem sogenannten Endostapler (ENDOPATH™ ETS

Articulating Linear Cutter, 45 mm, Firma Ethicon).

Die Probengewinnung aus der Appendix vermiformis erfolgte unmittelbar nach
Resektion unter sterilen Kautelen durch das Operationsteam. Die Proben aus der
vollstandigen Appendix-Wand (ca. 5 x 5 mm) wurden im Bereich des Corpus
appendicis mittels Skalpells entnommen, unmittelbar in einer RNA-
Stabilisierungslésung (RNAlater) konserviert und bis zur Aufbereitung bei
-20 °C gelagert. Die Planung der Entnahmestelle im Bereich des Corpus

appendicis erfolgte nach Rucksprache mit dem Institut fur Pathologie und
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Neuropathologie des Universitatsklinikums Tubingen. Hierdurch war die
uneingeschrankte histopathologische Aufarbeitung der Resektate durch die
Pathologie gesichert, sodass den Patient:innen durch die Teilnahme an dieser
Studie keine Nachteile in der histopathologischen Diagnostik und der
Behandlung ihrer Erkrankung entstanden. Der weitere Transport der Proben
erfolgte unter Einhaltung der Kiihlkette. Die Proben wurden mittels fortlaufender
Nummer auf den ProbengefalRen und einem entsprechenden Vermerk im
jeweiligen  Operationsbericht dokumentiert, sodass eine postoperative

Identifikation der Proben madglich war.

2.2.2 Probenaufarbeitung

Die weitere Aufarbeitung der Proben zur Bestimmung der Expressionsmuster
antimikrobieller Peptide, genauer der a-Defensine HD-5 und HD-6 und der
B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3, erfolgte im Labor. Weiterhin wurde die

Expression von Interleukin-8 untersucht.

Zur Aufarbeitung der Vollwandresektate wurde die jeweilige Probe aus der
flissigen RNA-Stabilisierungslosung entnommen und unmittelbar in einen
Morser auf Trockeneis (ca. -78,5 °C) Uberfiihrt. AnschlieRend erfolgte eine
sofortige Einfrierung mittels flissigen Stickstoffs. Die Vollwandprobe wurde mit
einem StolRel gemorsert und zu einem Pulver homogenisiert. Bis zur

Weiterverarbeitung der Probe lagerte sie in einem Reaktionsgefafd bei -80 °C.

2221 RNA-Isolation aus Gewebeproben

Die RNA-Isolation erfolgte anschlieftend mithilfe des Direct-zol™ RNA Miniprep-
Protokolls. Die pulverisierte Probe wurde mittels TRIzo/® Reagenz (Trizol) und
99 %igem Ethanol homogenisiert und anschlieend in eine RNAse-freie Zymo-
Spin® 1IC-Saule Uberfiihrt. Anhand des Hersteller-Protokolls wurde die Probe
mittels Direct-zol™ RNA-PreWash und RNA Wash Buffer gewaschen und
nachfolgend durch DNase-/RNase-Free Water aus der Silikamembran der Saule

eluiert. Die weitere Lagerung erfolgte bei -80 °C.
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2222 Quantitative Analyse und Qualititskontrolle der RNA
Nach der Isolation der RNA aus den Proben wurde sowohl die Quantitat als auch

die Qualitat der RNA mithilfe des Nanodrop-Spektrophotometers bestimmt.

Bei der quantitativen, spektrophotometrischen Konzentrationsbestimmung
projiziert eine Xenon-Quelle Licht durch die Probe und ein gegeniberliegender
Detektor analysiert anhand des ankommenden Lichtes die Absorption. Diese
Messung der RNA-Konzentration basiert auf dem Absorptionskoeffizienten bei
260 nm auf 10 mm Schichtdicke, welches dem Absorptionsmaximum von DNA
und RNA entspricht.

Die Qualitat bzw. der Reinheitsgrad einer RNA-Probe kann durch das Verhaltnis
des Absorptionskoeffizienten bei 260 nm zu 280 nm ermittelt werden, da sich
Proteine bei einem Absorptionskoeffizienten von 280 nm detektieren lassen. Fir
RNA wird ein Quotient aus den Absoptionskoeffizienten von 260 nm zu 280 nm
von ~2,0 als rein angenommen (Mulhardt, 2009). Bei deutlich niedrigeren
Werten ist mit einer Verunreinigung durch Proteine, Phenole u. A. zu rechnen
(Scientific 2010).

2223 cDNA-Synthese

Die quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) erfordert eine
DNA als Vorlage. Dafiir musste die isolierte RNA durch die reverse Transkriptase
des iScript™ cDNA Synthese Kit zunachst in DNA umgeschrieben werden. Die
Inkubation erfolgte im Mastercycler gradient nach standardisiertem Verfahren
(Tab. 7). Die Probenkonzentration betrug nach Umschreiben von RNA in cDNA
10 ng/pl. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C.

Tabelle 7: Reaktionsprotokoll Mastercycler gradient zur cONA-Synthese

Temperatur (°C) Inkubationszeit (min)
25 5

42 30

85 5

4 o
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2224 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion

Zur Bestimmung der Expressionsmuster von a- und B-Defensinen sowie IL-8
wurde eine quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR)
durchgefiihrt, welche die absoluten Kopienzahl eines Genproduktes in einer
10 ng-cDNA-Probe ermittelt.

Im Rahmen einer Polymerasekettenreaktion (PCR) kommt es typischerweise zur
Vervielfaltigung  bestimmter  doppelstrangiger = DNA-Abschnitte  mittels
spezifischer Primer, einzelner Nukleosidtriphosphate und einer hitzestabilen
Polymerase. Die  Amplifikation der DNA erfolgt in  mehreren
temperaturabhangigen Schritten. Zunachst kommt es zu einer Denaturierung und
Spaltung der Wasserstoffbriicken, sodass die DNA einzelstrangig vorliegt.
AnschlieRend erfolgt eine Primerhybridisierung (Annealing) und Bindung an die
DNA, in dessen Folge die Polymerase binden und einen komplementaren DNA-
Strang synthetisieren kann (Elongation). Die Annealing-Temperatur ist in den
Assays zum Teil unterschiedlich und wird in Tabelle 8 aufgefiihrt.
Bei der qRT-PCR interkaliert zusatzlich ein fluoreszierender Farbstoff, in der
durchgefiihrten Studie SYBR® Green, mit der zu amplifizierenden DNA.
Zwischen dem ersten und dritten Amplifikationszyklus kommt es zu einer
exponentiellen Vermehrung der DNA, die durch eine zur DNA proportionalen
Fluoreszenz des Farbstoffes in Echtzeit am Monitor sichtbar gemacht werden
kann.

Zur quantitativen Analyse dienten die in Kapitel 2.1.3.3 beschriebenen Plasmide
als Templates fiir die qRT-PCR. Aus den Plasmiden mit bekannter Konzentration
wurde eine Verdiinnungsreihe als interne Standardkurve erstellt. So konnte die
DNA-Konzentration anhand der fluoreszierenden Amplifikationsprodukte mittels
Cycling points (Cp) festgestellt werden. Der Cycling point markiert den Beginn
der exponentiellen Phase der gRT-PCR und somit jenen Messpunkt, bei dem die
emittierte Proben-Fluoreszenz erstmalig signifikant starker ist als die
Hintergrund-Fluoreszenz.

Zur  Durchfihrung der gRT-PCR wurden je nach gewiinschtem
Amplifikationsprodukt die zugehdrigen Primer aus Tabelle 5 sowie ein Mastermix
aus SYBR® Green, PCR-Pufferlésung und cDNA pipettiert.
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Zusatzlich wurde die Schmelzkurve ermittelt um die Spezifitdt der qRT-PCR zu
sichern. Die DNA spezifischer PCR-Produkte hat jeweils einen individuellen
Schmelzpunkt, dessen Detektion die Unterscheidung zu unspezifischen
Amplifikaten der gqRT-PCR ermdglicht und in der Schmelzkurve abgebildet wird
(Milhardt, 2009). Die Etablierung der spezifischen Schmelzkurven erfolgte durch
die AG Wehkamp (Innere Medizin |, Universitatsklinikum Tuabingen).

Die Analyse und Qualitatskontrolle erfolgten mittels Light Cycler Software.

Tabelle 8: Liste der verwendeten qRT-PCR Programme fiir die jeweiligen Gene

Gen Denaturierung Amplifikation Schmelzkurve

HD-5, 95 °C, 96°C—-10s 95°C-1s

HD-6 5 min 62°C-5s 65°C—-15s
72°C-10s 95°C —

IL-8, 96 °C, 96°C—-10s 95°C—-1s

hBD-1, 5 min 62°C-5s 60°C—-15s

hBD-3 72°C-10s 95°C —

hBD-2 96 °C, 95°C-10s 95°C-1s

5 min 60°C-5s 58°C-15s

72°C-10s 95°C —
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2.3 Studienkollektiv

Die Datenerhebung der vorliegenden Studie erfolgte im Zeitraum vom
16.07.2019-09.08.2020 in der Klinik fir Allgemeine, Viszeral- und
Transplantationschirurgie des Universitatsklinikums Tlbingen.

In die Studie konnten unter Bericksichtigung des Ethikvotums und der
Ausschlusskriterien 147 Patient:innen eingeschlossen werden, von denen 69
(46,9 %) mannlich und 78 (53,1 %) weiblich waren. Das durchschnittliche Alter
betrug 36,1 Jahre (17-84 Jahre, SD 16,3).

Das Einschlusskriterium war die Appendektomie bei klinischem,

laborchemischem und/oder bildmorphologischem Verdacht auf eine AA.

Ausschlusskriterien waren Minderjahrigkeit, fehlende Einwilligungsfahigkeit, eine

aktive Hepatitis-C- oder HIV-Infektion sowie Malignitat der Appendixresektate.

Tabelle 9: Geschlechterverteilung und Durchschnittsalter

Alter in Jahren

[n (%)]

MW (SD)

Gesamt 147 (100) 36,1 (16,13)
Mannlich 69 (46,9) 34,39 (14,98)
Weiblich 78 (53,1) 37,6 (17,03)

Kardiopulmonale Begleiterkrankungen des Studienkollektivs bilden die
Diagnosen arterielle Hypertonie, Herzrhythmusstérungen, Asthma bronchiale,
chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) und Adipositas ab. Die Gruppe
der gastrointestinalen Begleiterkrankungen beinhaltet die Diagnosen der
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

sowie das Reizdarmsyndrom.

Der physische Zustand der Patient:innen wurde nach der Klassifikation der
American Society of Anesthesiologists (ASA) eingeteilt. ASA-I klassifiziert
gesunde Patientinnen ohne Vorerkrankungen. Patientiinnen mit milden
systemischen Erkrankungen wurden als ASA-Il eingestuft. Dies beinhaltet
Erkrankungen ohne wesentliche substanzielle Einschrankungen, wie zum

Beispiel Nikotinabusus, regelmafRiger Alkoholkonsum, Schwangerschaft,
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Adipositas (30-40 kg/m?), milde arterielle Hypertonie, milder Diabetes mellitus
und leichte Lungenerkrankungen. Patient:innen, die einem ASA-Ill zugeordnet
wurden, wiesen schwere systemische Erkrankungen auf, die eine konstante
Bedrohung fiir das Leben darstellten und damit substanzielle Einschrankungen
bedeuteten. Dazu zahlten u.a. ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus oder
arterielle Hypertonie, Adipositas mit einem BMI = 40 kg/m?, Alkoholabhangigkeit,
Hepatitis, terminale Niereninsuffizienz und schwere kardiale Erkrankungen
(American Society of Anesthesiologists, 2020). ASA-Klassifizierungen > Il sind

im Studienkollektiv nicht aufgetreten.

Tabelle 10: ASA-Risikoklassifikation des Studienkollektivs

ASA [n (%)]
] 93 (63,3)
n 49 (33,3)
m 5 (3,4)

Die histopathologische Untersuchung der Appendektomieproben erfolgte durch
die Abteilung fur Pathologie und Neuropathologie des Universiatsklinikums
Tabingen.

Die Befunde ,keine Appendizitis“ (Gruppe 1) und ,chronische bzw. Zustand nach
abgelaufener Appendizitis“ (Gruppe 2) wurden zur Gruppe .,keine AA®
zusammengefasst. Die histopathologischen Diagnosen ,katarrhalische AA® und
serosive AA* (Gruppe 3) wurden gemeinsam erfasst und bildeten die Gruppe der
L~unkomplizierten Appendizitis“. Die histopathologische Befunde einer ,(ulzero-)
phlegmondsen AA” (Gruppe 4) sowie der ,gangrandsen, abszedierenden oder
perforierten AA* (Gruppe 5) bildeten die Gruppe ,komplizierte Appendizitis".

Zusatzlich wurde erfasst, ob bei der histopathologischen Befundung ein

Appendikolith im Appendixlumen beschrieben wurde.
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2.4 Ethik und Biomaterialverordnung

Die Studie wurde unter Einhaltung der ethischen Grundlagen unter der
Berucksichtigung des Schutzes der Rechte und des Wohlbefindens der an der
medizinischen Forschung teilnehmender Personen durchgefiihrt.
Die Ethikkomission der Medizinischen Fakultat der Eberhard Karls Universitat
Tdbingen und des Universitatsklinikums Tubingen gab am 23.02.2018 ein
positives Votum zur Durchfihrung dieser Studie ab (077/2018BO2).
Die Grundsétze guter wissenschaftlicher Praxis wurden bei der Erstellung und

Durchfiihrung der Studie eingehalten.

Die Studie wurde im deutschen Register fur klinische Studien unter der Nummer
DRKS00024704 registriert.

Alle Patient:innen wurden praoperativ Uber die Verwendung des enthommenen
Gewebes zu Forschungszwecken aufgeklart und gaben ihr informiertes,
schriftliches Einverstandnis. Durch die Teilnahme an dieser Studie ist den
Patient:innen kein Nachteil hinsichtlich ihrer medizinischen Versorgung

entstanden.

2.5 Studiendesign
Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive, nicht

randomisierte, experimentelle Querschnittsstudie.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung erfolgte unter Verwendung
von IBM SPSS Statistics 25 (International Business Machines Corporations,
Armonk, New York, USA).

Die Darstellung der gewonnen Daten erfolgt mittels deskriptiver Statistik, welche
die Anzahl (n), Median, Mittelwert (MW), Minimum und Maximum,
Interquartilbereich ~ (IQR) und  Standardabweichung (SD) abbildet.
Aufgrund der hoéheren Unempfindlichkeit gegenuber AusreiRern und der
groBeren Robustheit bei schiefen Verteilungen wird im Ergebnisteil bevorzugt der
Median angegeben, um eine realistischere Einschatzung der Datenverteilung zu

gewahrleisten.
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Der Exploration und Deskription der Daten folgte eine Testung auf
Normalverteilung nach Kolmogorow-Smirnow. Unabhangige Stichproben bei
nominalem Skalenniveau wurden anhand des Chi-Quadrat-Tests auf Signifikanz
getestet. Bei Vorhandensein einer Ordinalskala und/oder Ratioskala mit
fehlender Normalverteilung wurde bei zwei unabhangigen Stichproben ein Mann-
Whitney U-Test, bei mehr als zwei unabhangigen Stichproben ein Kruskal-Wallis-
Test durchgefiihrt. Bei signifikantem Unterschied nach Kruskal-Wallis erfolgte im

Anschluss eine post-hoc Testung nach Dunn-Bonferroni.

Lagen Daten mit einer Ratioskala und Normalverteilung vor, wurde bei zwei
unabhangigen Stichproben der t-Test durchgefihrt. Bei mehr als zwei
unabhangigen Stichproben kam eine einfaktorielle Varianzanalyse zur

Anwendung.

Um den Zusammenhang von zwei Merkmalen zu analysieren, wurde das
Chancenverhaltnis (Odds Ratio, OR) bei einem Konfidenzintervall (KI) von 95 %
errechnet. Dabei bedeutet eine OR = 1, dass kein Unterschied zwischen den
Gruppen besteht, eine OR > 1, dass fiir eine Gruppe eine héhere Chance zu
erkranken besteht und eine OR < 1, dass eine Gruppe eine geringere Chance

hat, zu erkranken.

Die Korrelation berechnete sich in dieser Arbeit aufgrund vorliegender
ordinalskalierter Daten und fehlender Normalverteilung der metrischen Daten

mittels Spearman-Korrelationskoeffizienten (rg). Die Effektstarke der Korrelation
wurde nach Cohen in einen milden (rs< 0,3), einen moderaten

(rs= 0,3-rs<0,5) und einen starken Zusammenhang (rs= 0,5) eingeteilt.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden im Zeitraum vom 16.07.2019-09.08.2020
147 Gewebeproben von Appendektomien bei V.a. Appendicitis acuta (AA)
analysiert. Die Untersuchungen zur Atiopathogenese der AA mit der
Fragestellung einer intestinalen Barrierestérung erfolgte durch die
Expressionsanalyse antimikrobieller Peptide (AMPs) mittels qRT-PCR. Die
Expressionslevel der AMPs des Studienkollektivs wurden im Hinblick auf den
Entziindungsstatus der Appendixresektate, den Schweregrad der AA und das
histopathologische Stadium der AA analysiert. Zudem erfolgte einer
Untersuchung von Laborparametern und Interleukin-8 hinsichtlich ihrer

Pradiktion zur Einschatzung des Schweregrades einer AA.
3.1 Deskriptive Analyse

3.1.1 Appendektomie

Das gesamte Studienkollektiv mit V.a. Appendicitis acuta (n = 147) wurde primar
in laparoskopischer Technik operiert. Intraoperative Konversionen von
Laparoskopie zu Laparotomie wurden in zwei (1,4 %) Fallen vorgenommen. Die
Absetzung der Appendix vermiformis erfolgte in 142 (96,6 %) der Falle mit Hilfe
eines Endostaplers. Bei vier (2,7 %) Appendektomien wurde die
Klammernahtreihe des Endostaplers zusatzlich laparoskopisch ubernaht. In
einem Fall (0,7 %) erfolgte die Absetzung der Appendix vermiformis mittels

Rdéder-Schlinge.

In 130 (88,4 %) Fallen wurde die Appendix vermiformis an der Appendixbasis
abgesetzt. Bei 14 (9,5 %) Patient:innen erfolgte eine Zokalpolresektion, bei drei

(2 %) Patient:innen eine llezdkalresektion.

34



3.1.2 Histopathologie und Schweregrade
Die histopathologische Analyse der Appendixresektate (Tab. 11) ergab bei sechs
(4,1 %) Proben eine unauffallige Appendix vermiformis (Gruppe 1). Bei 14
(9,5 %) Proben wurde eine chronische bzw. abgelaufene AA diagnostiziert
(Gruppe 2). Diese histopathologischen Befunde ergaben den Schweregrad
skeine AA* mit insgesamt 20 (13,6 %) Proben.

Die Diagnose einer katarrhalischen, erosiven AA wurde bei 20 (13,6 %) Proben

befundet und dem Schweregrad einer ,unkomplizierten AA“ zugeordnet.

Weitere 62 (42,2 %) Proben ergaben eine (ulzero-)phlegmondse AA (Gruppe 4)
und bei 45 (30,6 %) Proben wurde die Diagnose einer gangrandsen,
abszedierenden oder perforierten AA (Gruppe 5) gestellt. Insgesamt bildeten

diese 107 (72,8 %) Proben den Schweregrad einer komplizierten AA ab.

Tabelle 11: Histopathologische Befunde der Appendixresektate und Schweregrade der Appendicitis acuta

Histopathologischer Befund [n (%)]

Unauffallige Chronische/ Katarrhalische, (Ulzero-) Gangrandse/
Appendix abgelaufene | erosive phlegmondse | abszedierende/
vermiformis AA AA AA perforierte AA
(Gruppe 1) (Gruppe 2) (Gruppe 3) (Gruppe 4) (Gruppe 5)
6 14 20 62 45
(4,1) (9,5) (13,6) (42,2) (30,6)
Schweregrade [n (%)]

Unkomplizierte Komplizierte
Keine AA AA AA
20 20 107
(13,6) (13,6) (72,8)
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3.1.3 Begleiterkrankungen

Die Begleiterkrankungen des Studienkollektivs sind in Tabelle 12 dargestellt. Es
erfolgte  eine Einteilung in  kardiopulmonale und gastrointestinale
Begleiterkrankungen.

Die  Mehrheit der Patientinnen wies keine  kardiopulmonalen
Begleiterkrankungen auf. In der Gruppe, in der keine AA vorlag, litten drei (15 %)
der Patient:innen an kardiopulmonalen Begleiterkrankungen, wéahrend 17 (85 %)
keine kardiopulmonalen Begleiterkrankungen vorwiesen. In der Gruppe mit AA
hatten 37 (29,1 %) der Patient:innen kardiopulmonale Begleiterkrankungen, 90

(70,9 %) gaben keine kardiopulmonalen Begleiterkrankungen an.

Auch gastrointestinale Begleiterkrankungen lagen im Studienkollektiv nur selten
vor. In der Gruppe ohne AA litt ein (5 %) Patient an gastrointestinalen
Begleiterkrankungen, wahrend 19 (95 %) keine gastrointestinalen Vorerkrankung
angaben. In der Gruppe mit AA wiesen 11 (8,7 %) Patient:innen gastrointestinale
Begleiterkrankungen auf, 116 (91,3 %) gaben keine gastrointestinalen

Begleiterkrankungen an.

Im gesamten Kollektiv waren keine CEDs bekannt oder vordiagnostiziert.

Tabelle 12: Begleiterkrankungen

Begleiterkrankungen

kardiopulmonal gastrointestinal

[n (%)] [n (%)]

ja nein ja nein

3 17 1 19
Keine Appendicitis acuta

(15) (85) 5) (95)

37 90 11 116
Appendicitis acuta

(29,1) (70,9) 8,7) (91,3)
Gesamt 40 107 12 125
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3.2 Atiopathogenese der Appendicitis acuta

3.2.1 Lumenverlegung der Appendix vermiformis durch Appendikolithe
Im Rahmen der histopathologischen Untersuchung wurde neben den
Entziindungsstatus und dem Stadium der AA auch das Vorkommen eines
Appendikoliths Uberpruft (Tab. 13, Abb. 3).

Insgesamt konnte bei 22 (15 %) Fallen des gesamten Studienkollektivs ein

Appendikolith im Appendixlumen nachgewiesen werden.

Die Pravalenz des Vorkommens eines Appendikoliths lag sowohl in der Gruppe
mit AA als auch in der Gruppe ohne Inflammation bei 15 %. Hier konnte kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des Auftretens eines Appendikolithen
nachgewiesen werden (p=.996). Das Chancenverhaltnis (OR, Tab. 14) betrug
etwa 1, sodass weder fiur die Gruppe mit AA noch fir die Gruppe ohne AA durch
das Vorkommen eines Appendikoliths eine hohere Chance zu erkranken bestand
(OR 0,997; 95 %-KI 0,266-3,734).

Bei der Subgruppenanalyse der Schweregrade unter Ausschluss der Gruppe
ohne Inflammation zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe
mit unkomplizierter AA und der Gruppe mit komplizierten AA (p<.007). Die
Pravalenz eines Appendikoliths betrug in der Gruppe mit unkomplizierter AA
45% und in der Gruppe mit komplizieter AA nur 9.3 %.
Das Chancenverhéltnis fir das Auftreten einer unkomplizierten versus eines
komplizierten Verlaufs bei Vorliegen eines Appendikoliths lag bei < 1 (OR 0,126;
95 %-Konfidenzintervall 0,042-0,377, Tab. 14). Folglich bestand bei Vorliegen
eines Appendikoliths ein vermindertes Risiko, eine komplizierte AA zu

entwickeln.

Statistische Unterschiede wurden anhand des Chi-Quadrat-Test ermittelt.
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Tabelle 13: Vorkommen eines Appendikoliths nach Schweregraden einer Appendicitis acuta

Appendikolith

Entziindungsstatus i
Nein [n (%)] Ja[n (%)]
Schweregrad
Keine Appendicitis acuta 17 (85 %) 3 (15 %)
Appendicitis acuta 108 (85 %) 19 (15 %)
Unkomplizierte AA 11 (55 %) 9 (45 %)
Komplizierte AA 97 (90,7 %) 10 (9,3 %)
Gesamt 125 (85 %) 22 (15 %)

Tabelle 14: Odds Ratio bei Vorkommen eines Appendikoliths

Odds ratio 95 %-Konfidenzintervall p-Wert

Entziindungsstatus

Keine AA vs. AA 0,997 0,266-3,734 .996
Schweregrad

Unkomplizierte vs. komplizierte AA 0,126 0,42-0,377 <.001

p=.99

120 Appendikolith
p<.001* E:‘:i"

Anzahl [n]

L o —

| [} 1]
Schweregrade

Abbildung 3: Vorkommen eines Appendikoliths bei V.a. Appendicitis acuta nach
Schweregraden, I: keine Appendizitis; II: unkomplizierte AA, Ill: komplizierte AA
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3.2.2 Expression des a-Defensins HD-5
Die Expression von HD-5 wurde in 147 Proben gemessen und ist in Tabelle 15
und Abbildung 4 dargestellt.

Die Zahl der HD-5 Transkripte zeigte sich in der Gruppe, in der eine AA vorlag
gegenulber der Gruppe ohne AA signifikant reduziert (p=.002).

Bei der differenzierten Analyse nach Schweregraden der AA nahm die HD-5
Expression bei zunehmendem Schweregrad ab. Wahrend die HD-5 Expression
in der Gruppe ohne AA bei 8,59+102 Transkripten/10 ng mRNA lag, betrug sie in
der Gruppe mit unkomplizierter AA noch 3,06%102 Transkripte/10 ng mRNA und
in der Gruppe mit komplizierter AA nur noch 4,41%10" Transkripte/10 ng mRNA.
Die Tendenz der verminderten HD-5 Expression ist zwischen der Gruppe ohne
AA und mit unkomplizierter AA nicht signifikant (p= 1.0). Zwischen der Gruppe
ohne AA und mit komplizierter AA (p=.002), sowie zwischen der Gruppe mit
unkomplizierter AA und komplizierter AA (p=.013) unterscheidet sich die HD-5

Expression signifikant.

Obwohl sich auf histopathologischer Basis ein genereller Unterschied der
Stadien zeigte (p=.002), konnte sich dieser Unterschied im paarweisen Vergleich
nicht bestatigen. Die post-hoc Testungen konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den histopathologischen Gruppen identifizieren.

Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney U-Test, Kruskal-Wallis-

Test und Dunn-Bonferroni-Testungen ermittelt.
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Tabelle 15: Expressionsanalyse von HD-5 in Appendixresektaten

Gruppe [n] HD-5 Transkripte/10 ng mRNA

Keine Appendicitis acuta | 20 8,59%102
[1,22%10"-1,89+105; IQR: 4,72%10°|
Histopathologisch 1 6  1,04+10°
unauffallige Appendix [3,00%10"-1,89%105; IQR: 1,89%105]
vermiformis
Chronische/abgelaufene AA 2 14 6,00%102
[1,22%10'-3,85%10% IQR: 5,79%10°%]
Appendicitis acuta 127 5,70%10°
[0-3,96+10% IQR: 4,97%10?]
Unkomplizierte AA 1] 20 3,06%102
= Katarrhalische, erosive AA 3 [0-3,96+10% IQR: 5,31%107]
Komplizierte AA 1] 107  4,41%10"
[0-2,80%10% IQR: 4,13%10%]
(Ulzero-) phlegmondse AA 4 62 2,97+10'
[0-2,80+10% IQR: 5,13%10?]
Gangrandse/abszedierende/ 5 45  5,34+10°
perforierte AA [0-2,59+10% IQR: 2,37%10?]

Anzahl [n], mediane Transkriptzahl/10 ng mRNA, Minimum-Maximum, Interquartilbereich (IQR)
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Abbildung 4: Expressionsanalyse von HD-5 in Bezug auf
a) Entzlindungsstatus: Keine AA (n = 20), AA (n = 127).
b) Schweregrade: Gruppe | (n = 20) ohne AA, Gruppe Il (n = 20) mit unkomplizierter AA,
Gruppe Il (n = 107) mit komplizierter AA.
c) Histopathologie: Gruppe 1 mit unauffalliger Appendix vermiformis (n = 6),
Gruppe 2 mit chronischer/abgelaufener Appendizitis (n = 14),
Gruppe 3 mit katarrhalischer/erosiver AA (n = 20),
Gruppe 4 mit (ulzero-)phlegmondser AA (n = 62),
Gruppe 5 mit gangrandser/abszedierender/perforierter AA (n = 45).
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3.2.3 Expression des a-Defensins HD-6

Die Expression von HD-6 wurde in 147 Proben gemessen und ist in Tabelle 16
und Abbildung 5 dargestellt. HD-6 zeigte sich in Appendixresektaten mit AA
gegeniber Proben ohne AA signifikant reduziert. Die HD-6 Transkriptzahl war in
Proben mit AA etwa um den Faktor 5,7 vermindert (31,2 versus 5,4
Transkripte/10 ng mRNA; p=.006).

Die Analyse der HD-6 Expression im Hinblick auf die Schweregrade der AA
zeigte eine signifikant verringerte Expression bei Proben mit komplizierter AA
gegenliber Proben ohne Inflammation (p=.0717). Zwischen Proben ohne
Entziindung und mit unkompliziert AA konnte kein signifikanter Unterschied in
der HD-6 Expression festgestellt werden (p=.424). Auch die Transkriptzahlen
zwischen unkomplizierter AA und komplizierter AA zeigten keinen signifikanten
Unterschied (p=.972).

Die Subgruppenanalyse nach histopathologischen Stadien zeigte eine
tendenziell abnehmende HD-6 Expression bei zunehmendem Stadium der AA.
Diese Tendenz hinsichtlich der histopathologischen Stadien war nur marginal
signifikant, sodass eine statistische post-hoc Testung der Gruppen untereinander
nicht durchgefiihrt werden konnte (p=.062).

Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney U-Test, Kruskal-Wallis-

Test und Dunn-Bonferroni-Testungen ermittelt.
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Tabelle 16: Expressionsanalyse von HD-6 in Appendixresektaten

Gruppe [n] HD-6 Transkripte/10 ng mRNA

Keine Appendicitis acuta | 20 3,12+10°
[0-3,72%10% IQR: 3,15%10?]
Histopathologisch 1 6  2,91+10'
unauffallige Appendix [3,54-3,72x10% IQR: 9,56%10%]
vermiformis
Chronische/abgelaufene AA 2 14 3,12%10"
[0-1,35%10% IQR: 2,86+10?]
Appendicitis acuta 127 5,40
[0-4,00+10%; IQR: 3,39%10"]
Unkomplizierte AA 1] 20 3,54
= Katarrhalische, erosive AA 3 [0-2,90%10%; IQR: 2,72%10?
Komplizierte AA 1 107 6,49
[0-4,00+10%; IQR: 2,55%10"]
(Ulzero-) phlegmondse AA 4 62 1,07+10'
[0-4,00+10%; IQR: 2,78%101]
Gangrandse/abszedierende/ 5 45 4,01
perforierte AA [0-3,11%10%; IQR: 2,39+10"]

Anzahl [n], mediane Transkriptzahl/10 ng mRNA, Minimum-Maximum, Interquartilbereich (IQR)
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Abbildung 5: Expressionsanalyse von HD-6 in Bezug auf
a) Entzlindungsstatus: Keine AA (n = 20), AA (n = 127).
b) Schweregrade: Gruppe | (n = 20) ohne AA, Gruppe Il (n = 20) mit unkomplizierter AA,
Gruppe Ill (n = 107) mit komplizierter AA.
c) Histopathologie: Gruppe 1 mit unauffalliger Appendix vermiformis (n = 6),
Gruppe 2 mit chronischer/abgelaufener Appendizitis (n = 14),
Gruppe 3 mit katarrhalischer/erosiver AA (n = 20),
Gruppe 4 mit (ulzero-)phlegmondser AA (n = 62),
Gruppe 5 mit gangrandser/abszedierender/perforierter AA (n = 45).
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3.2.4 Expression des B-Defensins hBD-1

Die Expression von hBD-1 wurde in 147 Proben gemessen und ist in Tabelle 17
und Abbildung 6 dargestellt. Die Expression von hBD-1 zeigte keine signifikanten
Unterschiede in der Expression im Hinblick auf Entziindungsstatus, den

Schweregrad und die histopathologischen Stadien.

Eine Abnahme zeigte sich zwischen Proben ohne AA und mit AA von 1,93%10?
auf 1,65%10 Transkripte/10 ng mRNA, die sich marginal nicht signifikant
darstellte (p=.053).

Insgesamt war eine Tendenz in Richtung Reduktion der hBD-1 Expression auch
in Bezug auf die Schweregrade zu erkennen. Die hBD-1 Expression sank
zwischen der Gruppe ohne AA mit 193 Transkripten/10 ng mRNA auf 7,60
Transkripte/10 ng mRNA in der Gruppe mit unkomplizierter AA. In der Gruppe
mit komplizierter AA war nahezu keine hBD-1 Expression (5,26%10*
Transkripte/10 ng mRNA) mehr zu detektieren. Die Tendenz der hBD-1
Abnahme war marginal nicht signifikant (p=.055).

Die differenzierte Analyse der hBD-1 Expression nach histopathologischen
Stadien zeigte ebenfalls einen Trend zur hBD-1 Reduktion bei Progression der
AA. Innerhalb des Kollektivs mit akuter Appendizitis nahm die Expression von
hBD-1 kontinuierlich ab: Betrug die Transkriptzahl bei der Gruppe 3 noch
7,60/10 ng mRNA, so sank die Transkriptzahl bei Gruppe 4 auf 8,49+10%/10 ng
mRNA und bei Gruppe 5 weiter auf 2,73%105/10 ng mRNA. Die Tendenz
zwischen den histopathologischen Stadien des Studienkollektivs war ohne

statistische Signifikanz (p=.185).

Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney U-Test und Kruskal-

Wallis-Test ermittelt.
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Tabelle 17: Expressionsanalyse von hBD-1 in Appendixresektaten

Gruppe [n] hBD-1 Transkripte/10 ng mRNA
Keine Appendicitis acuta | 20  1,93%10?
[0-2,21%10% IQR: 4,77%10°]
Histopathologisch 1 6  1,83%10?
unauffallige Appendix [0-1,47%10% IQR: 1,40%10%]
vermiformis
Chronische/abgelaufene AA 2 14 3,16%102
[0-2,21%10% IQR: 3,34%10%]
Appendicitis acuta 127  1,65%10°3
[0-4,69+10% IQR: 2,66+10?]
Unkomplizierte AA 1l 20 7,60
= Katarrhalische, erosive AA 3 [0-1,16%10% IQR: 3,28+10°%]
Komplizierte AA 1] 107 5,26%10*
[0-4,69+10% IQR: 1,89%10?]
(Ulzero-) phlegmondse AA 4 62 8,49%10°
[0-4,69+10% IQR: 2,12%10?]
Gangranodse/abszedierende/ 5 45  2,73#10°

perforierte AA

[0-1,92+10% IQR: 4,71%10"]

Anzahl [n], mediane Transkriptzahl/10 ng mRNA, Minimum-Maximum, Interquartilbereich (IQR)
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Abbildung 6: Expressionsanalyse von hBD-1 in Bezug auf
a) Entziindungsstatus: Keine AA (n = 20), AA (n = 127).
b) Schweregrade: Gruppe | (n = 20) ohne AA, Gruppe Il (n = 20) mit unkomplizierter AA,
Gruppe Il (n = 107) mit komplizierter AA.
c) Histopathologie: Gruppe 1 mit unauffélliger Appendix vermiformis (n = 6),
Gruppe 2 mit chronischer/abgelaufener Appendizitis (n = 14),
Gruppe 3 mit katarrhalischer/erosiver AA (n = 20),
Gruppe 4 mit (ulzero-)phlegmondser AA (n = 62),
Gruppe 5 mit gangréndser/abszedierender/perforierter AA (n = 45).
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3.2.5 Expression des B-Defensins hBD-2
Die Expression von hBD-2 wurde in 147 Proben gemessen und ist in Tabelle 18
und Abbildung 7 dargestellt.

Die Expression von hBD-2 zeigte keinen Unterschied zwischen Proben ohne AA
und mit AA (p=.934). Bei der Analyse der hBD-2 Expression nach
Schweregraden der AA konnte zwischen der Gruppe, in der keine AA vorlag,
sowie der Gruppe mit unkomplizierter AA ebenfalls keine unterschiedliche
hBD-2 Expression festgestellt werden. Jedoch zeigte sich die Expression in der
Gruppe mit komplizierter AA gegeniber Proben ohne Inflammation und Proben
mit unkomplizierter AA etwa um den Faktor 24 erhoht und stieg auf 24,7
Transkripte/ng mRNA an. Dieser Trend war marginal nicht signifikant (p=.055).

Bei der Untersuchung der Appendixresektate entsprechend der
histopathologischen Stadien lieR sich insgesamt ein Trend zum Anstieg der hBD-
2 Expression beobachten. Wahrend in der Gruppe 1 ohne Appendizitis nur etwa
0,5 Transkripte/10 ng mRNA nachweisbar waren, stieg die Transkriptzahl bei
Gruppe 4 mit (ulzero-)phlegmondser AA auf 37,38/10 ng mRNA an. In der
Gruppe mit gangranoser/abszedierender/perforierter AA fiel die mediane
Transkriptzahl auf 24,7/10 ng mRNA ab. Insgesamt blieb der Trend der
Expressionszunahme von hBD-2 zwischen den histopathologischen Stadien
jedoch ohne statistische Signifikanz (p=.580), sodass eine post-hoc Testung der

Subgruppen untereinander statistisch nicht durchgefiihrt werden konnte.

Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney U-Test und Kruskal-

Wallis-Test ermittelt.
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Tabelle 18: Expressionsanalyse von hBD-2 in Appendixresektaten

Gruppe [n] hBD-2 Transkripte/10 ng mRNA
Keine Appendicitis acuta | 20 8,42+10"
[0-4,43+10%; IQR: 8,37%10"]
Histopathologisch 1 6  5,00«10"
unauffallige Appendix [0-3,00%10%; IQR: 1,38+10%]
vermiformis
Chronische/abgelaufene AA 2 14 1,28+10"
[1,58%107'-4,43%10% IQR: 1,08+10%]
Appendicitis acuta 127 2,47+10°
[0-2,51%10%; IQR: 8,37%10"]
Unkomplizierte AA 1] 20 8,42%10"
= Katarrhalische, erosive AA 3 [0-2,51%10%; IQR: 9,60%10"]
Komplizierte AA 1] 107  2,47*10"
[0-1,86%10%; IQR: 8,37%10"]
(Ulzero-) phlegmondse AA 4 62 3,74+10'
[0-1,86+10%; IQR: 8,30%10"]
Gangrandse/abszedierende/ 5 45 2,47+10"

perforierte AA

[0-7,51%10%; IQR: 8,37+10"]

Anzahl [n], mediane Transkriptzahl/10 ng mRNA, Minimum-Maximum, Interquartilbereich (IQR)
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Abbildung 7: Expressionsanalyse von hBD-2 in Bezug auf
a) Entzlindungsstatus: Keine AA (n = 20), AA (n = 127).
b) Schweregrade: Gruppe | (n = 20) ohne AA, Gruppe Il (n = 20) mit unkomplizierter AA,
Gruppe Il (n = 107) mit komplizierter AA.
c) Histopathologie: Gruppe 1 mit unauffalliger Appendix vermiformis (n = 6),
Gruppe 2 mit chronischer/abgelaufener Appendizitis (n = 14),
Gruppe 3 mit katarrhalischer/erosiver AA (n = 20),
Gruppe 4 mit (ulzero-)phlegmondser AA (n = 62),
Gruppe 5 mit gangréndser/abszedierender/perforierter AA (n = 45).
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3.2.6 Expression des B-Defensins hBD-3

Die Expression von hBD-3 wurde in 145 Proben gemessen und ist in Tabelle 19
und Abbildung 8 dargestellt. Im Hinblick auf den Entziindungsstatus der
Appendixresektate zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der hBD-3
Expression (p=.304).

Die Analyse der hBD-3 Expression nach Schweregraden der AA zeigte
signifikante Unterschiede der Transkriptzahlen zwischen den Gruppen (p=.017).
Wahrend die Transkriptzahl bei den Gruppen ohne AA und mit unkomplizierter
AA zwischen 2,31 und 0,91/10 ng mRNA lag (p=.969), kam es bei der Gruppe
mit komplizierter AA zu einem Anstieg der Transkriptzahl von hBD-3 auf
5,03/10ng mRNA. Diese Zunahme der Expression war gegenlber

unkomplizierten AA signifikant (p=.023).

Die Untersuchung der Appendektomieproben nach histopathologischen Stadien
zeigte eine signifikant unterschiedliche hBD-3 Expression zwischen den
Subgruppen (p=.040). Die Gruppe 1 mit unauffalliger Appendix vermiformis und
Gruppe 2 mit chronischer/abgelaufener Appendizitis unterschieden sich nicht in
ihnrer hBD-3 Expression (p=1.0). Auch zwischen Gruppe 2 mit
chronischer/abgelaufener Appendizitis und Gruppe 3 mit katarrhalischer/erosiver
AA konnte kein Unterschied hinsichtlich der hBD-3 Expression ermittelt werden
(p=1.0). Die hBD-3 Expression zeigte jedoch einen signifikanten Anstieg
zwischen Gruppe 3 mit katarrhalischer/erosiver AA und Gruppe 4 mit (ulzero-
)phlegmondser AA um den Faktor 5, namlich von 0,916 auf 5,42
Transkripte/10 ng mRNA (p=.037). Zwischen Gruppe 4 mit (ulzero-
)phlegmondser AA und Gruppe 5 mit gangrandser/abszedierender bzw.
perforierter AA konnte wiederum kein Unterschied bei der hBD-3 Expression

identifiziert werden (p=1.0)

Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney U-Test, Kruskal-Wallis-

Test und Dunn-Bonferroni-Testungen ermittelt.
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Tabelle 19: Expressionsanalyse von hBD-3 in Appendixresektaten

Gruppe [n] hBD-3 Transkripte/10 ng mRNA
Keine Appendicitis acuta | 20 2,31
[0-4,17%10%; IQR: 1,12%107]
Histopathologisch 1 6 2,92
unauffallige Appendix [0-4,17%10%; IQR: 1,12%107]
vermiformis
Chronische/abgelaufene AA 2 14 2,31
[3,24%102-2,64+10"; IQR: 5,19]
Appendicitis acuta 125 3,74
[0-5,35+10%; IQR: 1,98+10"]
Unkomplizierte AA Il 19  9,16+10"
= Katarrhalische, erosive AA 3 [0-2,29%10"; IQR: 6,41]
Komplizierte AA 11l 106 5,03
[0-5,35+10%; IQR: 2,10%10"]
(Ulzero-) phlegmondse AA 4 62 5,42
[0-5,35+10%; IQR: 2,05%10"]
Gangrandse/abszedierende/ 5 44 4,88

perforierte AA

[0-3,84%10"; IQR: 1,54%10"]

Anzahl [n], mediane Transkriptzahl/10 ng mRNA, Minimum-Maximum, Interquartilbereich (IQR)
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Abbildung 8: Expressionsanalyse von hBD-3 in Bezug auf
a) Entziindungsstatus: Keine AA (n = 20), AA (n = 125).
b) Schweregrade: Gruppe | (n = 20) ohne AA, Gruppe Il (n = 19) mit unkomplizierter AA, Gruppe I
(n = 105) mit komplizierter AA.
c) Histopathologie: Gruppe 1 (n = 6) mit unauffalliger Appendix vermiformis,
Gruppe 2 mit chronischer/abgelaufener Appendizitis (n = 14),
Gruppe 3 mit katarrhalischer/erosiver AA (n = 19),
Gruppe 4 mit (ulzero-)phlegmondser AA (n = 62) und
Gruppe 5 mit gangrandser/abszedierender/perforierter AA (n = 44).
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3.2.7 Expression von Interleukin-8
Die Interleukin-8 mRNA Expression wurde bei 147 Appendektomieproben

gemessen ist in Tabelle 20 und Abbildung 9 dargestellt.

Bei der Untersuchung der IL-8 Expression nach dem Entziindungsstatus der
Appendektomieproben konnte eine tendenziell verminderte IL-8 Expression in
Proben mit AA gegeniber Proben ohne AA festgestellt werden, die statistisch
nicht signifikant war (p=.357).

Bei Betrachtung der Schweregrade der AA zeigte sich ein signifikanter Anstieg
der IL-8 Transkripte zwischen Proben mit unkomplizierter AA gegeniber
komplizierter AA von etwa 19 auf tGber 3500 Kopien/10 ng mRNA (p<.001).

Der Anstieg der |IL-8 Transkripte bestatigte sich weiter bei der
histopathologischen Differenzierung der Ergebnisse. Die Transkriptzahl stieg von
der unkomplizierten AA, die dem histopathologischen Stadium der Gruppe 3
(katarrhalische/erosive AA) entspricht, von 19 Kopien/10 ng mRNA auf rund 5200
Kopien/ng mRNA bei Gruppe 4 mit (ulzero-)phlegmondser AA an (p=.002). Auch
im Vergleich der Gruppe 3 mit katarrhalischer/erosiver AA gegenuber der Gruppe
5 mit gangrandser/abszedierender/perforierter AA konnte ein signifikanter
Anstieg der IL-8 Expression auf etwa 2700 Kopien/10 ng mRNA beobachtet
werden (p=.005). Die IL-8 Expression sank tendenziell bei der Gruppe 5 mit
gangrandser/abszedierender/perforierter AA gegeniber Gruppe 4 mit (ulzero-)
phlegmondser AA auf etwa 2740 Kopien/10 ng mRNA ab, dieser Unterschied war
ohne statistische Signifikanz (p=1.0).

Insgesamt prasentierte sich eine Zunahme der IL-8 Expression bei progredienter

Entziindung der Appendix vermiformis.

Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney U-Test, Kruskal-Wallis-

Test und Dunn-Bonferroni-Testungen ermittelt.
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Tabelle 20: Expressionsanalyse von IL-8 in Appendixresektaten

Gruppe [n] IL-8 Transkripte/10 ng mRNA
Keine Appendicitis acuta | 20 2,11=10°
[2,29-1,69+105; IQR: 6,99%10%]
Histopathologisch 1 6  2,96+10°
unauffallige Appendix [2,29-1,79+10% IQR: 1,67+10]
vermiformis
Chronische/abgelaufene AA 2 14 1,87*10°
[4,11-1,69+105; IQR: 6,11%10%]
Appendicitis acuta 127 9,31%102
[0-8,64%10°%; IQR: 1,47%109]
Unkomplizierte AA 1] 20 1,91=10"
= Katarrhalische, erosive AA 3 [2,78%102 - 1,24%10% IQR:
9,07+10%
Komplizierte AA I 107 3,68%10°
[0-8,64+10%; IQR: 2,76%109]
(Ulzero-) phlegmondse AA 4 62 5,20%10°
[0-8,64%10°%; IQR: 2,90%109]
Gangrandse/abszedierende/ 5 45  2,74+10°

perforierte AA

[0-8,64+10°%; IQR: 2,84%10%]

Anzahl [n], mediane Transkriptzahl/10 ng mRNA, Minimum-Maximum, Interquartilbereich (IQR)
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Abbildung 9: Expressionsanalyse von Interleukin-8 in Bezug auf
a) Entziindungsstatus: Keine AA (n = 20), AA (n = 127).
b) Schweregrade: Gruppe | (n = 20) ohne AA, Gruppe Il (n = 20) mit unkomplizierter AA,
Gruppe Ill (n = 107) mit komplizierter AA.
c) Histopathologie: Gruppe 1 mit unauffélliger Appendix vermiformis (n = 6),
Gruppe 2 mit chronischer/abgelaufener Appendizitis (n = 14),
Gruppe 3 mit katarrhalischer/erosiver AA (n = 20),
Gruppe 4 mit (ulzero-)phlegmondser AA (n = 62),
Gruppe 5 mit gangrandser/abszedierender/perforierter AA (n = 45).
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3.2.8 Korrelation der Expression von a- und B-Defensinen mit
Interleukin-8

Die Korrelationsanalyse der Defensine HD-5, HD-6, hBD-1, hBD-2 und hBD-3

mit Interleukin-8 ist in Tabelle 21 dargestellt.

Die Expression von IL-8 war in allen Appendektomieproben nachweisbar und
nahm bei progredienter Entzindung der Appendix vermiformis zu (vgl. Kapitel
3.2.7). Die Korrelationsanalyse zeigte, dass mit der Entziindungsaktivitat und
damit der Zunahme der IL-8 Kopienzahl auch die Expressionslevel der AMPs
anstiegen. Die Expression der a-Defensine korrelierte positiv mit der Interleukin-
8 Expression. HD-5 korrelierte mild positiv (p=.027) mit IL-8, HD-6 korrelierte
moderat positiv mit IL-8 (p<.007). Auch die Expression der B-Defensine
korrelierte positiv mit IL-8: hBD-1 korrelierte moderat positiv (p<.007), hBD-2
korrelierte mild positiv (p=.007) und hBD-3 zeigte eine starke Korrelation mit IL-8
(p<.007).

Tabelle 21: Korrelationsanalyse antimikrobieller Peptide mit Interleukin-8

Spearman-

Korrelationskoeffizient Interleukin-8
HD-5 rs 0,190
Signifikanz .021
HD-6 rs 0,410
Signifikanz <.001
hBD-1 rs 0,483
Signifikanz <.001
hBD-2 rs 0,265
Signifikanz .001
hBD-3 rs 0,572
Signifikanz <.001
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3.3 Laborparameter bei V.a. Appendicitis acuta

3.3.1 Leukozytenzahl

Im Rahmen der praoperativen Routinediagnostik wurde die Leukozytenzahl/pl im
Blut von 147 Patientiinnen ermittelt (Tab. 22, Abb. 10). Als allgemeiner
Referenzbereich bei gesunden Erwachsenen gilt eine Leukozytenzahl zwischen
4.000-10.000 Leukozyten/ul Blut.

Die Leukozytenzahl betrug in der Gruppe ohne AA 8990/ul und stieg signifikant
in der Gruppe mit AA auf 13600/ul an (p<.0071). Bei Betrachtung der
Schweregrade der AA konnte ebenfalls ein signifikanter Anstieg um 2460
Leukozyten/ul bei Patient:innen mit komplizierter AA im Vergleich zu

unkomplizierter AA (p=.029) beobachtet werden.

Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney U-Test, Kruskal-Wallis

Test und Dunn-Bonferroni-Test ermittelt.

Tabelle 22: Praoperative Leukozytenzahl

Anzahl [n (%)] Leukozytenzahl/ul
Keine Appendicitis acuta 20 8990 [4010-18790; IQR: 5252,5]
Appendicitis acuta 127 13600 [3860-25380; IQR: 6950]
Unkomplizierte AA 20 11510 [3860-19250; IQR: 4892,5]
Komplizierte AA 107 13970 [4750-25380; IQR: 6750]

Anzahl [n], Median, Minimum-Maximum, Interquartilbereich (IQR)
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Abbildung 10: Préoperative Leukozytenzahl in Bezug auf

a) Entziindungsstatus: Keine AA (n = 20), AA (n = 127)

b) Schweregrade: Gruppe | (n = 20) ohne AA, Gruppe Il (n = 20) mit unkomplizierter AA und Gruppe Il
(n = 107) mit komplizierter AA.
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3.3.2 C-reaktives Protein
Das C-reaktive Protein wurde praoperativ im Blut von 147 Patient:innen
gemessen (Tab. 23, Abb. 11). Als allgemeiner oberer Grenzwert gilt bei

gesunden Erwachsenen eine CRP-Konzentration von <0,5 mg/dl.

Die Konzentration des CRP stieg signifikant zwischen den Gruppen ohne AA und
mit AA um das 2,9-fache von medianen 0,92 mg/dl auf 2,66 mg/dl an (p=.003).

Bei Betrachtung der Schweregrade der AA konnte ebenfalls ein signifikanter
Anstieg der CRP-Konzentration zwischen der Gruppe ohne AA und der Gruppe
mit komplizierter AA beobachtet werden (p=.007). Zwischen unkomplizierten und
komplizierten Appendizitiden zeigte sich kein Unterschied in der Konzentration
des CRP (p=1.0).

Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney U-Test, Kruskal-Wallis

Test und Dunn-Bonferroni-Test ermittelt.

Tabelle 23: Praoperative CRP-Konzentration

Anzahl [n (%)] CRP [mg/dI]

Keine Appendicitis acuta 20 0,92 [0,01-20,68; IQR: 2,58]
Appendicitis acuta 127 2,66 [0,01-44,57; IQR: 5,54]
Unkomplizierte AA 20 2,83[0,01-15,49; IQR:5,61]
Komplizierte AA 107 2,63 [0,01-44,57; IQR: 5,55]

Anzahl [n], Median, Minimum-Maximum, Interquartilbereich (IQR)
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Abbildung 11: Préoperative CRP-Konzentration in Bezug auf

a) Entziindungsstatus: Keine AA (n = 20); AA (n = 127)

b) Schweregrade: Gruppe | (n = 20) ohne AA, Gruppe Il (n = 20) mit unkomplizierter AA und Gruppe IlI
(n = 107) mit komplizierter AA.
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3.3.3 Gesamtbilirubin

Das Gesamtbilirubin wurde praoperativ in der Blutuntersuchung bei 141
Patient:innen bestimmt und ist in Tabelle 24 und Abbildung 12 dargestellt.
Als allgemeiner oberer Grenzwert fiir gesunde Erwachsene wird eine

Konzentration von <1,1 mg/dl im Blut angenommen.

Die Konzentration des Gesamtbilirubins zeigte zwischen den Gruppen ohne AA
und mit AA einen tendenziellen Anstieg um etwa 50 %, der marginal nicht

signifikant war (p=.070).

Im Hinblick auf die Schweregrade der AA zeigte sich eine homogene Verteilung
der Gesamtbilirubin-Konzentration zwischen der Gruppe ohne AA und
unkomplizierter AA. Hier war die Gesamtbilirubin-Konzentration in etwa gleich
und lag bei 0,6 mg/dl. Im Gegensatz dazu lie® sich bei der Gesamtbilirubin-
Konzentration der Gruppe mit unkomplizierter AA gegenlber der Gruppe mit
komplizierter AA ein signifikanter Anstieg um 0,3 mg/dl beobachten (p=.028).
Diese Tendenz zeigte sich gleichfalls gegenliber der Gruppe ohne AA mit einem
Anstieg um 0,3 mg/dl der Gesamtbilirubin-Konzentration, der marginal nicht

signifikant war (p=.085).

Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney U-Test, Kruskal-Wallis

Test und Dunn-Bonferroni-Test ermittelt.

Tabelle 24: Praoperative Gesamtbilirubin-Konzentration

Anzahl [n (%)] Gesamtbilirubin [mg/dI]

Keine Appendicitis acuta 20 0,60 [0,30-2,7; IQR: 0,78]

Appendicitis acuta 121 0,90 [0,20-8,00; IQR: 5,54]
Unkomplizierte AA 18 0,60 [0,30-1,40; IQR:0,53]
Komplizierte AA 103 0,90 [0,20-8,00; IQR: 0,50]

Anzahl [n], Median, Minimum-Maximum, Interquartilbereich (IQR)
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Abbildung 12: Praoperative Gesamtbilirubin-Konzentration in Bezug auf

a) Entziindungsstatus: keine AA (n = 20), AA (n = 121)

b) Schweregrade: Gruppe | (n = 20) ohne AA, Gruppe Il (n = 18) mit unkomplizierter AA und Gruppe Il
(n = 103) mit komplizierter AA.

63



3.3.4 Korrelation der Schweregrade der Appendicitis acuta mit
Entziindungsparametern, Gesamtbilirubin und Interleukin-8

In der praoperativen Diagnostik wurden standardisiert die Leukozytenzahl sowie

die Konzentration des CRP und des Gesamtbilirubins erhoben. Postoperativ

wurde die mRNA-Expression von IL-8 ermittelt. Diese Parameter wurden

anschlieBend mit dem Schweregrad der AA korreliert (Tab. 25).

Insgesamt zeigte sich eine positive Korrelation der Parameter mit den
Schweregraden. Die Leukozytenzahl korreliert moderat positiv. mit dem
Schweregrad der AA (p<.001), die Konzentration des CRP korreliert ebenfalls
mild positiv mit dem Schweregrad der AA (p=.005). Die Gesamtbilirubin-
Konzentration im Serum zeigt ebenfalls eine milde positive Korrelation mit dem
Schweregrad der AA (p=.002) und auch die IL-8-Expression im Gewebe korreliert
mild positiv mit dem Schweregrad der AA (p=.001).

Tabelle 25: Korrelation des Schweregrade der AA mit Entziindungsparametern, Gesamtbilirubin und
Interleukin-8

Spearman-
Schweregrad der Appendicitis acuta

Korrelationskoeffizient
Leukozytenzahl rs 0,363

Signifikanz p <.001
CRP rs 0,228

Signifikanz p .005
Gesamtbilirubin rs 0,257

Signifikanz p .002
IL-8 rs 0,266

Signifikanz p .001
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4 Diskussion

Antimikrobielle Peptide sind Effektoren des erworbenen Immunsystems und
gelten im Gastrointestinaltrakt als Bestandteil des gut-associated lymphoid
tissue. In Kombination mit physischen Komponenten, wie z.B. der epithelialen
Mukusschicht, bilden sie eine intestinale Barriere zur Verteidigung gegen
potenziell pathogene Mikrobiota (Zasloff, 2002; Hazlett & Wu, 2011; Ostaff et al.,
2013; Mukherjee & Hooper, 2015; Hancock et al., 2016). Zu den AMPs gehdren
die Defensine, welche ubiquitar an epithelialen Oberflachen exprimiert werden.
Sie bilden die zentrale Gruppe der AMP im Gastrointestinaltrakt (Ganz, 2003;
Mukherjee & Hooper, 2015; Ostaff et al., 2013). Stérungen der Expression von
Defensinen gehen mit einer verminderten Funktion der epithelialen Barriere
einher und sind an der Pathogenese vieler Erkrankungen wie beispielsweise an
Morbus Crohn oder Asthma bronchiale beteiligt (Pero et al., 2017; Ling et al.,
2017; Hendrikx & Schnabl, 2019; Stange & Schroeder, 2019; Puértolas-Balint &
Schroeder, 2020; Wehkamp & Stange, 2020; Borchers et al., 2021).

Der primare Endpunkt dieser Studie bestand in der Untersuchung der
Expressionsmuster antimikrobieller Peptide, genauer gesagt der a- und
R-Defensine bei der AA.

Weiterhin adressiert die vorliegende Studie als sekundare Endpunkte die
Zuordnung der Defensin-Expressionsmuster zu Schweregraden und
histopathologischen Stadien der AA. Im Kontext dieser Schweregrade und
Stadien wurde die Integritat der intestinalen Mukosa auf einen maoglichen
Barrieredefekt hinsichtlich einer gestérten Expression von a- und 3-Defensinen

bei der AA untersucht.

Die a-Defensine HD-5 und HD-6 werden von Paneth-Zellen des Dinndarms
synthetisiert und dienen der Aufrechterhaltung der intestinalen Homdostase
(Fruitwala et al., 2019; Ganz et al., 1985; Hazlett & Wu, 2011; Ouellette, 2011).
Eine Reduktion der a-Defensine schwacht die intestinale Schleimhautbarriere
und kann ebenfalls zu fortschreitenden Veranderungen in der Zusammensetzung

des Mikrobioms fiihren, die schlussendlich in einer Invasion der Darmwand mit
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akuter und/oder chronischer Entziindung miinden kénnen (Wehkamp, Salzman,
et al., 2005).

Das Vorkommen von a-Defensinen ist auch auferhalb des Dinndarms
beschrieben: Metaplastische Paneth-Zellen sind sowohl im Zoékum von
Gesunden als auch im Zékum von Patient:innen mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen nachweisbar (Tanaka et al.,, 2001; Ouellette, 2011;
Wehkamp & Stange, 2020; Singh et al., 2020). In dieser Arbeit konnte der
Nachweis der Paneth-Zell-Defensine HD-5 und HD-6 auch in der Appendix

vermiformis erfolgen.

Die Untersuchungen hinsichtlich der mukosalen Barrierefunktion bei AA zeigten
eine reduzierte Expression der a-Defensine bei AA gegentber Proben, in denen
keine AA vorlag. Insbesondere die Expression von HD-5 war bei zunehmendem
Schweregrad der AA vermindert. In Proben ohne Inflammation konnte also eine
signifikant hohere HD-5 Expression gegeniiber Proben mit AA (p=.002) sowie
gegenliber Proben mit komplizierter AA (p=.002) detektiert werden.
Auch zwischen Proben mit unkomplizierter und komplizierter AA zeigte sich eine

signifikante Abnahme der HD-5 Expression (p=.013).

Bei HD-6 konnte ebenfalls eine verringerte Expression in allen Proben mit AA
festgestellt werden, wobei sich Proben ohne Inflammation gegeniiber Proben mit
Inflammation (p=.006) und auch gegeniber Proben mit komplizierter AA (p=.011)

signifikant unterschieden.

Arlt et al. zeigten zuletzt in entzindeten Mukosa-Proben der Appendix
vermiformis einen Anstieg der a-Defensine gegeniiber gesunden Proben (Arlt et
al., 2015). Die Resultate der vorliegenden Studie kdnnen diese Ergebnisse nicht
bestatigen. Im Unterschied zur Methode von Arlt et al., bei der man ausschlieRlich
endoskopisch gewonnene Mukosa-Proben analysierte, wurden in dieser Arbeit
Vollwand-Proben von Appendixresektaten untersucht, um einer mdglichen
Ungenauigkeit bezlglich der Probenentnahmestelle vorzubeugen. Die
Expression von Defensinen erfolgt jedoch an epithelialen Oberflachen, sodass
bei dem methodischen Vorgehen in dieser Studie mdglicherweise eine

Verzerrung der Defensin-Expression zu niedrigeren Leveln moglich wére. Da in
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der vorliegenden Studie jedoch sowohl die Appendixresektate ohne Inflammation
als auch jene mit Inflammation als Vollwandprobe untersucht wurden, ist hier ein
Abweichen der absoluten Kopienzahl von den Ergebnissen von Arlt et al. zu
erwarten. Vielmehr zeigten die hier dargestellten Ergebnisse in Relation zu den
Befunden von Arlt et al. einen entgegengesetzten Trend im Sinne einer
signifikanten Reduktion der Expressionslevel von a-Defensinen bei AA
gegenliber Proben ohne Inflammation. Bei der Studie von Arlt et al. handelt es
sich darlber hinaus um eine kleine Stichprobe (n = 24) mit geringerer
statistischer Power gegeniber dieser Studie, bei der insgesamt 147

Appendixproben untersucht wurden.

Derzeit existieren nach ausfihrlicher Literaturrecherche keine weiteren
Untersuchungen zur dieser Fragestellung. In zukiinftigen Studien sollte als
weiterer Aspekt untersucht werden, ob die Detektion der a-Defensine bei
zunehmender Zerstérung der Schleimhaut bei AA moglicherweise erschwert wird
und dadurch die quantitative Expression von HD-5 und HD-6 artifiziell vermindert
sein kann, ohne dass ein Defekt vorliegt. Darliber hinaus sollten sich kilnftige
Studien mit einer standardisierten Probengewinnung und deren Evaluation

befassen.

Die Expression der a-Defensine HD-5 und HD-6 ist ebenfalls bei MC reduziert
und tragt zur Pathogenese der komplexen Barrierestorung bei (Wehkamp &
Stange, 2010, 2020). Die Manifestation von MC wird klinisch anhand der
Montreal-Klassifikation in eine ileale, ileokolonische, kolonische Lokalisation und
nach Lokalisation im oberen bzw. unteren Gastrointestinaltrakt eingeteilt
(Silverberg et al., 2005). Die molekulargenetische Untersuchung verschiedener
Lokalisationen von MC zeigte Unterschiede im Genotyp der Erkrankung (Cleynen
et al., 2016). Bei iliealem MC liegt beispielsweise in etwa 50 % der Falle eine
Mutation im NOD-2 Gen vor (Simms et al., 2008; Ouellette, 2011; G. Tan et al.,
2015; Wehkamp & Stange, 2020, 2010; Morbe et al, 2021).
Dies hat zur Folge, dass die Regulation von a-Defensinen durch den PRR NOD-
2, der durch den NF-kB-Signalweg die Expression von a-Defensinen induziert
wird, gestort ist (Gong et al., 2021; Yang & Shen, 2021).
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Mutationen im NOD-2 Gen gelten somit als wichtiger Risikofaktor zur Entstehung
eines ilealen MC. Mutationen in beiden Allelen steigern das Risiko der
Erkrankung auf das bis zu 17-fache im Vergleich zur Normalbevdélkerung (Hugot
et al., 2001; Ogura et al., 2001; Yang & Shen, 2021).

Arlt et al. zeigten einen signifikanten Anstieg von NOD-2 bei der AA, welcher mit
einer erhohten Expression der a-Defensine einherging und keinen Hinweis auf
eine Barrierestorung bei der AA ergab (Art et al., 2015).
Zukunftige Untersuchungen missen zeigen, ob die verminderte Expression von
a-Defensinen Ursache oder Folge der AA ist. Im Zuge dessen sollte anhand einer
angemessenen Probenzahl mit entsprechender statistischer Power Uberpruft
werden, ob bei der AA eine Mutation des NOD-2 Gens vorliegt, welche die

Verminderung der a-Defensine erklaren konnte.

Daruber hinaus wird der Zusammensetzung des Mikrobioms eine besondere
Rolle fiir die Atiopathogenese von entziindlichen Erkrankungen, insbesondere im
Gastrointestinaltrakt, zugesprochen (Cani, 2018; Manor et al.,, 2020).
Studien zur Zusammensetzung der Mikrobiota bei der AA zeigten eine
Verringerung des Artenreichtums der Bakterien (Swidsinski et al., 2011; Arlt et
al., 2015). Bei der entziindeten Appendix vermiformis zeigte sich eine Abnahme
selten vorkommender Bakterien sowie eine Zunahme von Fusobakterien
(Swidsinski et al., 2011; Arlt et al., 2015). Es ist anzunehmen, dass die daraus
resultierende intestinale Dysbiose zu einer lokalen Entziindungsreaktion fihrt
und damit potenziell eine AA auslésen kdnnte. Die Wechselwirkungen zwischen
a-Defensinen und intestinalem Mikrobiom sind bisher nur unzureichend

untersucht und sollten Gegenstand kiinftiger Studien sein.

Fir das symbiontische Zusammenspiel von Mikrobiota und intestinaler
Schleimhaut spielt ebenfalls die Funktionalitat der R-Defensine, einer weiteren
Untergruppe der AMPs, eine entscheidende Rolle (Ganz, 2003; Ostaff et al.,
2013; Otte et al, 2003). Im Gastrointestinaltrakt werden die humanen
B-Defensine hBD 1-3 von Epithelzellen als Effektoren der angeborenen
Immunabwehr exprimiert. Sie dienen als Verbindung zwischen dem

angeborenen und erworbenen Immunsystem und besitzen eine breite
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antimikrobielle Aktivitat sowie immunmodulatorische Eigenschaften (Otte et al.,
2003; Schneider et al., 2005; Semple & Dorin, 2012; Hancock et al., 2016;
Koeninger et al., 2020).

In dieser Arbeit konnte die Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und

hBD-3 in der Appendix vermiformis nachgewiesen werden.

Bei der Expression von hBD-1 konnten bei Proben ohne Inflammation im
Vergleich zu hBD-2 und -3 erhdhte Kopienzahlen nachgewiesen werden, was die
bereits beschriebene konstitutive Expression dieses B-Defensins bestatigt
(Ganz, 2003; Arlt et al., 2015; Pero et al., 2017).

Weiterhin zeigte die Untersuchung von hBD-1 eine verminderte Expression in
Proben mit AA gegeniiber solchen, in denen keine AA vorlag (p=.053). Hier
konnten die Ergebnisse von Arlt et al. bestatigt werden, die ebenfalls eine
verminderte hBD-1 Expression bei der akuten Appendizitis nachwiesen (Arlt et
al., 2015). Bei MC gilt die Verminderung der hBD-1 Expression als mafgeblicher
Faktor in der Atiopathogenese der Erkrankung (O’Neil et al., 1999; Stange &
Schroeder, 2019). Weiterhin wurde eine reduzierte Expression von hBD-1 in
malignen Erkrankungen, wie beispielsweise dem kolorektalen Karzinom oder
dem hepatozelullaren Karzinom gezeigt (Semlali et al., 2015). Dies fluhrt zur
Annahme, dass hBD-1 neben seiner Rolle in der Aufrechterhaltung der
intestinalen Homoostase einen Stellenwert als Tumorsuppressor innehaben
konnte (Ling et al., 2017).

Zudem zeigten Jalanka et al., dass eine Abnahme der hBD-1 Expression bei
padiatrischen Patient:innen mit CU mit einem erhéhten Vorkommen von
Enterobacteriaceae im Darm einherging (Jalanka et al., 2020). Diese gehoren zur
Abteilung der Proteobakterien und sind gramnegative, anaerobe Bakterien, die
durch die Produktion von Lipopolysacchariden  (LPS)  verstarkt
proinflammatorisch wirken (Jalanka et al., 2020). Auch bei der AA konnte eine
Veranderung der mikrobiellen Zusammensetzung bei reduzierter hBD-1
Expression nachgewiesen werden, jedoch zugunsten von Fusobakterien
(Swidsinski et al., 2011; Arlt et al., 2015).
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Das Vorkommen der Enterobacteriaceae zeigte sich hingegen in vorherigen
Studien bei der AA nicht verandert, sodass hier kein direkter Zusammenhang mit
der mikrobiellen Besiedelung bei CU hergestellt werden kann (Arlt et al., 2015;
Oh et al., 2020). Das Zusammenspiel von Schleimhautbarriere, AMPs und
Mikrobiota ist komplex und multifaktoriell. In Zukunft sollte vor allem die
Interaktion dieser Komponenten in Bezug auf den Erhalt einer Symbiose und die
Entstehung einer Dysbiose untersucht werden, beispielsweise durch eine

Sequenzanalyse der Mikrobiota bei der AA.

In dieser Arbeit stellte sich die Expression von hBD-2 und hBD-3 bei der AA
erhéht dar. Die Expression von hBD-2 zeigte einen Anstieg zwischen den
Schweregraden einer AA (p=.055). Auch die Expression von
hBD-3 stieg zwischen Proben mit unkomplizierter und komplizierter AA signifikant
an (p=.023). Die Interleukin-8 (IL-8) Expression bei AA korrelierte zudem positiv
mit dem Vorkommen von AMPs, was auf die Induktion von hBD-2 und -3 durch
Zytokine hinweisen kann. In vorangegangenen Studien ist beschrieben, dass bei
MC die Expression von IL-8 und damit einhergehend auch die Induktion von
hBD-2 und -3 gestort ist (Wehkamp et al., 2003, 2009). Im Gegensatz dazu
zeigen neuere Studien eine gesteigerte hBD-3 Expression bei MC (Meisch et al.,
2013; Wehkamp & Stange, 2020). Die gegenliber Proben ohne Inflammation
gesteigerte Expression von hBD-2 und hBD-3 bei der AA schliel3t eine

Barrierestérung, wie sie bei MC vorliegt, demnach vorerst nicht aus.

Ein weiterer Aspekt, der Einfluss auf die Expression von Defensinen und damit
auf die Entstehung und die Progression einer AA nehmen kdnnte, ist psychischer
Stress. Aktuelle Studien zeigten im Mausmodell anhand von Stuhimetaboliten
eine reduzierte Expression von a-Defensinen durch Exposition von chronischem
sozialen Stress (Suzuki et al., 2021). Die daraus resultierende Dysbiose
intestinaler Mikrobiota kann zu einer Entziindungsreaktion fiihren und zur

Atiopathogenese einer AA beitragen.
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Im Gegensatz dazu konnte in Stuhlproben von Patientiinnen mit
Reizdarmsyndrom (RDS) eine erhéhte Expression des B-Defensins hBD-2 und
damit eine Aktivierung der angeborenen Immunabwehr beobachtet werden
(Langhorst et al., 2009; Mujagic et al., 2016; Shulman et al., 2021). Das RDS tritt
in Deutschland mit einer Pravalenz von 3,5 % auf und zeichnet sich in der
Atiopathogenese neben organischen Befunden insbesondere durch
psychosoziale Stressoren als Ausloser aus (Hauser et al., 2019; Schauer et al.,
2019). Zusatzlich kommt es beim RDS auch zu einer Dysbiose der intestinalen
Mikrobiota, die zur Inflammation und in der Folge zu der typischen
Bauchschmerz-Symptomatik fiihrt (Chen et al., 2022).

Anhand dieser Studien zeigt sich eine Interaktion von Psyche, angeborenem
Immunsystem und der Zusammensetzung des Mikrobioms, was schlussendlich

zu einer entziindlichen Aktivitat des Darms beitragen kann.

Die gewonnenen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auf, dass die Expression von
Defensinen im Hinblick auf die Integritit und Funktionalitdt der
Schleimhautbarriere einen Einfluss auf die Atiopathogenese der AA nehmen
kénnte. Bei zukinftigen Studien sollten zur weiteren Erforschung der
Atiopathogenese der AA bio-psycho-soziale Aspekte der Patientiinnen als
Einflussfaktoren auf die Expression von AMPs untersucht werden. In diesem
Zusammenhang sollte der Einfluss von Stress auf das angeborene Immunsystem
und damit auf die Atiopathogenese von Entziindungen im Allgemeinen und der

AA im Speziellen untersucht werden.
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In dieser Studie wurden als sekundare Endpunkte Appendixresektate anhand
ihnres  histopathologischen Befundes einem Schweregrad zugeordnet.
Systemische und lokale Entziindungsparameter wurden in den Kontext dieser
Schweregrade gesetzt und analysiert. Dabei wurden die Leukozytenzahl und die
Konzentration des C-reaktiven Proteins als unspezifische
Entziindungsparameter untersucht (R. E. B. Andersson, 2004; Shogilev et al.,
2014). Weiterhin wurde die Konzentration des Gesamtbilirubins als potentiell
pradiktiven Parameter zur Einschatzung des Schweregrades der AA analysiert
(Sand et al., 2009; Muller et al., 2015). Die Expression von IL-8 wurde als lokaler
Entzindungsparameter in Appendixproben gemessen.

Besonders hervorzuheben ist, dass die gewonnen Daten anhand des
histopathologischen Befundes der Appendixresektate und nicht anhand der
DRG-Statistik der Appendizitis-Diagnosen analysiert wurden, die einem

potenziellen Bias unterliegen.

Die sichere Unterscheidung der Schweregrade einer AA in eine unkomplizierte
und komplizierte AA ist im Hinblick auf die mégliche therapeutische Konsequenz
von besonderem Interesse (Andric et al., 2020; Talan & Saverio, 2021). Eine
zuverlassige Einschatzung des Schweregrades einer AA, beispielsweise anhand
von Entziindungsparametern wie der Leukozytenzahl, dem C-reaktiven Protein
oder der Konzentration des Gesamtbilirubins, konnte zukinftig die
Diagnosestellung einer AA komplettieren und dadurch Ansatze wie die

konservative Therapie der AA bei unkomplizierter Appendizitis etablieren.

Die Leukozytenzahl zeigte bei Progression einer AA im Hinblick auf die
Schweregrade eine signifikante Erhhung. Dabei stieg die Leukozytenzahl in der
Gruppe mit unkomplizierter AA gegenliber der Gruppe ohne Inflammation
signifikant an (p=.029). In der Gruppe mit komplizierter AA zeigte sich gegeniber
der Gruppe ohne Inflammation ebenfalls ein signifikanter Anstieg der
Leukozytenzahl (p<.007).

Die Leukozytenzahl hat aktuell bei der Einschatzung des Schweregrades einer
AA eine hohe Relevanz und dient als am haufigsten verwendete Variable in
klinischen Scoring-Systemen zur Diagnostik einer AA (Kularatna et al., 2017).
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Peeters et al. konnten ebenfalls einen signifikanten Anstieg der Serum-
Leukozytenzahl zwischen unkomplizierter und komplizierter AA nachweisen
(Peeters et al., 2020). Die Einschatzung des Schweregrades erfolgte bei Peeters
et al. allerdings anhand der ICD-10 Kodierung der Diagnose, sodass die
Ergebnisse einer potenziellen Interrater-Reliabilitdt unterlagen. In der
vorliegenden Studie wurde der Schweregrad der AA anhand des postoperativen
histopathologischen Befundes bestimmt und kann die Ergebnisse von Peeters et

al. stitzen.

Die Konzentration des Biomarkers C-reaktives Protein findet neben der
laborchemischen Einschatzung des Inflammationsgeschehens auch Anwendung
in der Entwicklung klinischer Bewertungssysteme fiir den Auspragungsgrad einer
akuten Appendizitis (M. Andersson & Andersson, 2008; Krzyzak & Mulrooney,
2020; Ribeiro et al., 2022). In dieser Arbeit konnte ein signifikanter Anstieg der
CRP-Konzentration zwischen den Gruppen ohne AA und mit AA aufgezeigt
werden (p=.003). Eine Zunahme der CRP-Konzentration lie} sich sowohl bei
unkomplizierten als auch bei komplizierten Appendizitiden feststellen. Die CRP-
Konzentration der Gruppe mit unkomplizierter AA unterschied sich jedoch nicht
signifikant von der Gruppe mit komplizierter AA (p=1.0), sodass sich die
Bestimmung der CRP-Konzentration nicht zur Differenzierung zwischen einer
unkomplizierten und komplizierten AA eignet. Die gemessene CRP-
Konzentration besitzt ihren Stellenwert eher in der Einschatzung, ob tberhaupt
eine AA vorliegt und findet beispielsweise im AIR-Score (Appendicitis
Inflammatory Response-Score) Anwendung (M. Andersson & Andersson, 2008).
Zusatzlich kann eine steigende CRP-Konzentration als postoperativer
Verlaufsparameter nach Appendektomie Hinweise auf eine Appendixstumpf-
Insuffizienz oder ein septisches Geschehen geben (M. Tan et al., 2019; Ho et al.,
2020; El Zaher et al., 2022).

Die Konzentration des Gesamtbilirubins im Blutserum wurde bereits in vorherigen
Studien als pradiktiver Marker flr die Diagnose einer AA beschrieben (Estrada et
al., 2007; Sand et al., 2009; Atahan et al., 2011; Muller et al., 2015; Bakshi &
Mandal, 2021). In dieser Studie wurde bei der Diagnostik standardisiert das

Gesamtbilirubin in der Blutuntersuchung bestimmt.
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Im Hinblick auf die sichere Diagnosestellung einer unkomplizierten oder
komplizierten AA und damit einer moglichen Verbesserung der klinischen
Einschatzung der AA wurde die Gesamtbilirubin-Konzentration nach
histopathologisch gesicherten Schwergeraden der AA untersucht. Es konnte ein
marginal signifikanter Anstieg der Gesamtbilirubin-Konzentration im Serum um
0,3 mg/dl zwischen Proben ohne Inflammation und Proben mit AA nachgewiesen

werden (p=.07).

Es zeigte sich jedoch eine signifikante Gesamtbilirubin-Erhdhung der Gruppe mit
komplizierter AA gegeniber der Gruppe mit unkomplizierter AA. Die
Gesamtbilirubin-Konzentration bei komplizierter AA lag bei 0,9 mg/dl und damit
signifikant hoher als bei der unkomplizierten AA (0,6 mg/dl; p<.028). Dies zeigten
auch die Studien von Muller et al. (2015) und Bakshi et al. (2021), in welchen die
Konzentration des Gesamtbilirubins bei komplizierten Appendizitiden héher als
bei unkomplizierten Appendizitiden oder in der gesunden Appendix vermiformis
war (Bakshi & Mandal, 2021; Muller et al., 2015). Das Gesamtbilirubin im Serum
stellt somit einen einfach verfiigbaren Parameter dar, der zur Unterscheidung von
unkomplizierten und komplizierten Verlaufen der AA herangezogen werden kann.
Das Gesamtbilirubin kann damit als weitere Entscheidungshilfe bei der

Weichenstellung der Therapie einer AA dienen.

IL-8 ist ein proinflammatorisches Zytokin und steigt unspezifisch bei
Entziindungsreaktionen an (Harada et al., 1994; Reis Machado et al., 2014). Die
Expression von IL-8 zeigte auch in dieser Studie zwischen Proben mit
unkomplizierter und Proben mit komplizierter AA einen signifikanten Anstieg
(p<.001). Da es sich bei IL-8 um ein proinflammatorisches Polypeptid handelt,
war ein Anstieg in entzindetem Gewebe zu erwarten und wurde bei der AA
bereits beschrieben (Murphy et al., 2008). Eine erhdhte Expression von IL-8
wurde auch in der Darmschleimhaut von Patient:innen mit CED beobachtet
(Grimm et al., 1996; Murphy et al., 2008). Peeters et al. stellten in ihrer Studie
ebenfalls einen signifikanten Anstieg der IL-8 Konzentration im Serum zwischen

unkomplizierter und komplizierter AA fest (Peeters et al., 2020).
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Die beschriebene Zunahme von IL-8 im Blutserum konnte in dieser Arbeit
zusatzlich durch den Anstieg der IL-8 mMRNA-Expression im lokalen Milieu der AA
bestatigt werden. IL-8 kann in Zukunft ein weiterer Entziindungsparameter sein,
um die Diagnostik der Schweregrade von akuten Appendizitiden zu spezifizieren

und zu komplettieren.

Murphy et al. beschrieben, dass bei der AA ein hochselektives Muster
entzlndlicher Genexpressionen auftritt (Murphy et al., 2008). Um in Zukunft
Entziindungsparameter gezielt zur Einschatzung des Schweregrades einer AA
einsetzen zu koénnen, wurden in dieser Studie die untersuchten
Entzindungsmarker Leukozytenzahl, CRP- und die Gesamtbilirubin-
Konzentration sowie die IL-8 Expression mit den histologisch gesicherten
Schweregraden der AA korreliert. Es konnten bei den systemischen
Entziindungsmarkern Leukozytenzahl (p<.007) und CRP (p=.005), dem
Gesamtbilirubin (p=.002) und auch bei dem lokalen Entzindungsmarker
IL-8 (p=.001) in den Appendixresektaten signifikant positive Korrelationen mit
dem Schweregrad der AA beobachtet werden. Die Erhdhung der
Entziindungsmarker stellen somit einen validen Hinweis auf den Schweregrad
einer AA dar und koénnen zur klinischen Einschatzung des Schweregrade einer
akuten Appendizitis herangezogen werden und damit Einfluss auf das

Behandlungskonzept nehmen.

Aktuelle Studien stellen das etablierte operative Behandlungskonzept bei
unkomplizierten Appendizitiden zunehmend in Frage und der konservativen
Therapie mittels Antibiotika gegeniber (Prechal et al., 2019; CODA
Collaborative, 2020; Kohler et al., 2021; Lotfallah et al., 2021; Mowbray et al.,
2021). Die Antibiotika-Therapie soll den invasiven Eingriff einer Appendektomie
vermeiden, der mit Komplikationen wie beispielsweise Verletzungen anderer
Darmabschnitte oder postoperativen Wundheilungsstérungen einhergehen kann
(Bhangu et al., 2015; Sallinen et al., 2016; CODA Collaborative, 2020; Poprom
et al., 2020). Die aktuelle wissenschaftliche Debatte zur Durchfiihrbarkeit einer
Antibiotika-Therapie bei AA ist jedoch kontrovers und Langzeitergebnisse uber
das Outcome hinsichtlich der Morbiditat und Lebensqualitéat nach konservativer

Therapie einer unkomplizierten AA stehen noch aus.
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Die CODA-Kollaborative untersuchte das Outcome von Patient:innen nach einer
konservativen Therapie bei akuter Appendizitis und publizierte 2020 eine
Vergleichsstudie mit 1552 Proband:innen. Zu den Ausschlusskriterien der
randomisiert kontrollierten Studie zahlten unter anderem septischer Schock,
Peritonitis, Rezidiv einer Appendizitis, Hinweis auf eine schwere Phlegmone in
der Bildgebung, Abszess, freie Luft oder freie Flissigkeit sowie der V.a. eine
Neoplasie. Die Ergebnisse nach 30 Tagen zeigten, dass die Antibiotika-Therapie
der operativen Therapie anhand des European Quality of Life-5 Dimensions
Fragebogens (EQ-5D) kurzfristig nicht unterlegen war. Innerhalb von 90 Tagen
kam es jedoch bei rund 30 % der Patient:innen, die mit Antibiotika behandelt
wurden, zu einem Therapieversagen und schlieBlich zu einer Appendektomie
(CODA Collaborative, 2020). Zusatzlich zeigte die Studie, dass vermehrt
Komplikationen nach Definition des US-amerikanischen National Surgical Quality
Improvement Programmes (NSQIP) auftraten, zu denen Infektionen, die
Perforation der Appendix vermiformis oder auch die Appendektomie in der
Antibiotika-Gruppe  gehdrten  (CODA  Collaborative, 2020). NSQIP-
Komplikationen traten bei konservativer Therapie bei 8,1 % der Patient:innen in
der Antibiotika-Gruppe gegentber 3,5 % bei Patient:innen der Appendektomie-
Gruppe auf (CODA Collaborative, 2020).

Eine Metaanalyse, die finf randomisiert-kontrollierte Studien mit insgesamt 1116
Patient:innen einschloss, untersuchte unter anderem das Outcome nach
Antibiotika-Therapie speziell bei unkomplizierter AA (Sallinen et al., 2016). Die
eingeschlossenen Studien identifizierten ihr Patientenkollektiv anhand der
klinischen Diagnose einer AA und ggf. zusatzlicher Bildgebung wie Sonografie
oder CT. Die Ergebnisse zeigten, dass sich innerhalb des ersten Jahres nach
Diagnosestellung 26 % der Patient:innen der Antibiotika-Gruppe einer
Appendektomie unterziehen mussten. Demgegentiber stand hier eine niedrigere
Rate schwerwiegender Komplikationen wie beispielsweise Perforation oder Tod
in der Gruppe mit Antibiotika-Therapie (4,9 %) gegenuber der Gruppe mit
Appendektomie (8,4 %) (Sallinen et al., 2016). Im Hinblick auf die Erkenntnisse
dieser Metaanalyse ist eine eindeutige und sichere Diagnose der unkomplizierten

AA notwendig, um eine konservative Therapie erfolgsversprechend
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durchzufihren und eine Appendektomie zu vermeiden. Die Daten dieser Studie

koénnen hierzu einen Beitrag leisten.

Betrachtet man die Untersuchungen zur Atiologie der AA, so wird in der
medizinischen Fachliteratur die Lumen-Obstruktions-Hypothese durch einen
Appendikolith als haufigster Ausldser einer AA beschrieben (Marudanayagam et
al., 2006; Henne-Bruns, 2012; D’Souza & Nugent, 2016). Die meisten Studien
schlielfen Patient:innen mit dem klinischen V.a. AA und dem radiologischen
Nachweis eines Appendikoliths von dem konservativen Therapieregime mittels
Antibiotika-Therapie aus, da bei diesem Befund von einem
komplikationsreicheren Verlauf ausgegangen wird und die Patient:innen von der
Behandlung mit Antibiotika weniger profitieren (Salminen et al., 2018; Sippola et
al., 2020; Andric et al., 2020; Moris et al., 2021). Appendikolithen werden in der
Bildgebung in 4 % der Falle bei asymptomatischen Patient:innen nachgewiesen,
wahrend die Pravalenz bei Patient:innen mit AA in der Literatur bei etwa 40 %
liegt (Moris et al., 2021; Ranieri et al., 2021). Die Hypothese der Lumen-
Obstruktion durch einen Appendikolith kann durch die Erkenntnisse dieser
Untersuchungen, bei denen die gesamte Appendix vermiformis histologisch auf
das Vorliegen von intraluminalen Konkrementen untersucht wurde, nur in Teilen
bestatigt werden. In der Gruppe mit AA wurde in rund 15 % der Falle
histopathologisch eine Lumenobstruktion durch Appendikolith dokumentiert.
Interessant ist die Untersuchung der Proben auf intraluminale Konkremente nach
Schweregrad der Appendizitis: Wahrend in der Gruppe mit unkomplizierter AA in
45 % der Falle ein Appendikolith nachweisbar war, sank die Zahl der
histopathologisch nachweisbaren Appendikolithen in der komplizierten AA auf
nur 9,3 %. Insgesamt war die Chance, einen komplizierten Verlauf bei Vorliegen
eines Appendikoliths zu erleiden, vermindert (OR 0,126, 95 %-Konfidenzintervall
0,042-0,377). Folglich war in der vorliegende Studie eine Lumenobstruktion
durch Appendikolith eher mit einer unkomplizierten Appendizitis assoziiert.
Kinftige Studien sollten untersuchen, inwieweit das Vorliegen eines
Appendikoliths Einfluss auf die Progression einer AA nehmen kann und
entsprechende Handlungsempfehlungen zum Therapieregime gegebenenfalls

anpassen.
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Um den Patient:innen mit dem klinischen Verdacht auf eine akute Appendizitis
ein bestmdgliches Behandlungskonzept (konservativ versus operativ) anbieten
zu kénnen, ist es schlieflich notwendig, den klinischen Schweregrad einer AA
nicht nur subjektiv-klinisch, sondern auch objektiv bewerten zu kdénnen.
Neben der Beurteilung des Schweregrades einer AA mittels CT werden in der
Literatur verschiedene Scoring-Systeme zur Einschatzung des Schweregrades
diskutiert, von denen sich bisher keines international als Standard etabliert hat
(M. Andersson & Andersson, 2008; Atema et al., 2015; Kularatna et al., 2017; Di
Saverio et al., 2020; O’Leary et al., 2021; Moris et al., 2021).

Die Ergebnisse dieser Studie konnten zeigen, dass sich die Level der
Entziindungsparameter und Biomarker zwischen unkomplizierter und
komplizierter AA signifikant unterscheiden. Im Hinblick auf die Einschatzung des
Schweregrade einer AA sollte neben dem etablierten Parameter der
Leukozytenzahl zukinftig auch die Konzentration des Gesamtbilirubins
und das Serum-IL-8 Beriicksichtigung bei der Entwicklung eines neuen Scoring-

Systems zur Einschatzung einer AA finden.
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4.1 Schlussfolgerungen und Ausblick
Die akute Appendizitis gehort zu den haufigsten chirurgischen Krankheitsbildern

weltweit. Trotz ihrer hohen medizinischen, sozialen und 6konomischen Relevanz
sind Atiologie und Pathogenese der Appendicitis acuta bis heute nur

unzureichend erforscht.

Im Fokus dieser Studie lag die Untersuchung von Appendixresektaten auf eine
komplexe Barrierestérung der intestinalen Schleimhaut, wie sie in der Atiologie
von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen vielfach nachgewiesen wurde.
Als Effektoren des angeborenen Immunsystems wurden die Expressionsmuster
antimikrobieller Peptide untersucht, im Speziellen die der a- und B-Defensine. Es
konnte gezeigt werden, dass sich die Expressionslevel von Patient:iinnen mit
bzw. ohne Appendicitis acuta unterschieden. Insbesondere die Expression von
a-Defensinen (HD-5 und HD-6) war im Vergleich zu Proben, in denen keine
Inflammation vorlag, erniedrigt. Vergleichbare Studien, die Mukosa-Proben von
ilealem Morbus Crohn untersuchten, zeigten ebenfalls eine Reduktion der
a-Defensine. Die veranderte Expression der a-Defensine weist auf eine
Barrierestorung hin. Ob bei der Appendicitis acuta analog zu Morbus Crohn eine
genetische Mutation und damit eine Erhéhung des Risikos zu erkranken vorliegt,

mussen zuklnftige Studien untersuchen.

Die Analyse der B-Defensine bei der Appendicitis acuta zeigte aufgrund der
verminderten Expression von hBD-1 ebenfalls Parallelen zur Pathogenese von
Morbus Crohn. Insgesamt konnte hier jedoch bei intakter hBD-2 und -3

Expression keine Barrierestorung nachgewiesen werden.

Zukunftige Untersuchungen sollten sich vor allem mit dem Zusammenspiel von
antimikrobiellen Peptiden und den intestinalen Mikrobiota befassen. Dabei sollten
die Wechselwirkungen von bio-psycho-sozialen Aspekten und auch der Einfluss
der Brain-Gut-Achse auf die Appendicitis acuta genauer untersucht werden.
Mit dem Versténdnis der komplexen Atiopathogenese der akuten Appendizitis
kénnten kiinftig die Therapiestrategien optimiert und mdglicherweise
Mafnahmen fiir die Pravention der Entstehung einer akuten Appendizitis

identifiziert und angewandt werden.
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Diese Studie liefert weiterhin neue Ansatzpunkte zur Diagnostik und dem
Therapie-Management der akuten Appendizitis. Aktuelle nationale und
internationale Guidelines empfehlen zunehmend, eine unkomplizierte akute
Appendizitis konservativ zu behandeln. Problematisch hierbei ist die sichere
Einschatzung des Schweregrades der Appendicitis acuta. Bisher wird diese
wichtige Differenzierung zwischen unkomplizierter und komplizierter Appendicitis
acuta vor allem durch die klinische Einschatzung getroffen. Zusatzlich kénnen
bildgebende Verfahren, wie beispielsweise die Computertomographie, Hinweise
auf den Schweregrad der Appendicitis acuta liefern. Bisher existiert jedoch kein
etabliertes Scoring-System und keine strahlungsfreie und ubiquitar verfligbare
Bildgebung, um den Schweregrad der akuten Appendizitis sicher diagnostizieren

zu kénnen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen einen signifikanten Unterschied in der
Leukozytenzahl und der Konzentration des Gesamitbilirubin zwischen
unkomplizierter und komplizierter Appendicitis acuta. Zusatzlich wurde bei
Appendixproben mit akuter Inflammation die Expression von Interleukin-8
nachgewiesen, die sich zwischen unkomplizierten und komplizierten
Schweregraden signifikant unterschied. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
dem in der Literatur beschriebenen Interleukin-8 Anstieg im Serum von
Patient:innen mit akuter Appendizitis, der sich zwischen unkomplizierter und
komplizierter Appendicitis acuta unterschied. Die Resultate dieser Studie zeigen
damit neue Perspektiven zur Unterscheidung der Schweregrade einer akuten
Appendizitis auf. Anhand der Parameter Leukozytenzahl, Gesamtbilirubin und
Interleukin-8 kdnnte kiinftig ein sicheres Scoring-System zur Einschatzung des
Schweregrades einer Appendizitis entwickelt werden, um fur Patient:innen eine

optimale Behandlungsstrategie mit bestmdglichem Outcome zu erzielen.
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5 Zusammenfassung
Die Appendicitis acuta ist eine der haufigsten Ursachen fiir viszeralchirurgische

Notoperationen und wird in Deutschland jahrlich etwa 150.000-mal diagnostiziert.
Trotz dieser hohen Préavalenz sind die Atiologie und Pathogenese der

Erkrankung bisher nur unzureichend verstanden.

In dieser Studie wurde die Atiopathogenese der Appendicitis acuta auf eine
intestinale Barrierestérung hin untersucht, wie sie beispielsweise bei chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen wie Morbus Crohn vorliegt. Im Fokus der
Untersuchungen lag die quantitative Analyse antimikrobieller Peptide, im
Speziellen der Defensine HD-5, HD-6, hBD-1, hBD-2 und hBD-3. Diese
endogenen Abwehrmolekile, welche im Darm sezerniert werden, wirken
antimikrobiell und dienen als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr der
Aufrechterhaltung der intestinalen mikrobiellen Homdostase. Eine Reduktion der
Defensine verursacht eine Schwachung der intestinalen Schleimhautbarriere mit
Veranderung der Zusammensetzung des Mikrobioms. Die verminderte
Expression von Defensinen beglinstigt somit eine Invasion von Mikroben in die

Darmwand und kann eine akute und/oder chronische Entziindung ausldsen.

In dieser Studie konnte eine signifikante Reduktion der a-Defensine
HD-5 und HD-6 bei Patient:innen mit akuter Appendizitis beobachtet werden, was
auf eine Barrierestorung hinweist. Ob die Reduktion der a-Defensine bei der
Appendicitis acuta analog zu bestimmten Formen des Morbus Crohns,
beispielsweise durch eine Mutation des NOD-2 Gens ausgeldst wird, mlssen

kiinftige Untersuchungen klaren.

Weiterhin konnte in dieser Studie eine tendenzielle Reduktion der Expression des
R-Defensins hBD-1 in Proben mit Appendicitis acuta gezeigt werden, welche
ebenfalls auf eine Stérung der intestinalen Barrierefunktion hinweist. Die
Expression der B-Defensine hBD-2 und hBD-3 zeigte sich bei der akuten
Appendizitis unauffallig, sodass hier kein Barrieredefekt nachgewiesen werden

konnte.
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Daruber hinaus beschaftigte sich diese Studie mit aktuellen Konzepten zur
Behandlung der Appendicitis acuta. Neben dem Goldstandard, der
Appendektomie, etabliert sich zunehmend eine konservative Therapie mit
Antibiotika bei unkomplizierter Appendicitis acuta. Derzeit existiert kein sicheres
und risikoarmes Diagnose-Tool, Scoring-System und auch kein Parameter, um
den Schweregrad einer akuten Appendizitis praoperativ objektiv einzuschatzen
zu kdénnen, um entsprechende therapeutische Konsequenzen daraus abzuleiten.
In  dieser Studie wurden Appendektomiepraparate anhand ihres
histopathologischen Befundes entsprechend der etablierten EAES-Klassifikation
in eine unkomplizierte und komplizierte Appendizitis eingeteilt. Mittels dieser
Gruppen wurden die  Entzindungsparameter Leukozytenzahl und
C-reaktives Protein, das Gesamtbilirubin und die lokale Expression von
Interleukin-8 analysiert. Die im Serum ermittelte Leukozytenzahl, das
Gesamtbilirubin und auch die Interleukin-8 Expression zeigten signifikante

Unterschiede zwischen unkomplizierter und komplizierter akuter Appendizitis.

Diese Parameter konnen kiinftig Orientierung bei der Einschatzung des
Schweregrade einer akuten Appendizitis bieten und sollten Einzug in Diagnose-
Algorithmen finden, um das Therapieregime der Appendicitis acuta zu

novellieren.
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