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4 Zusammenfassung

Die akute Appendizitis zahlt zu den haufigsten chirurgischen Notfallen im Kindes- und
Jugendalter. Histologisch kdnnen phlegmondse (nicht nekrotisierende) und gangrandse
(nekrotisierende) Appendizitis unterschieden werden. Die Appendektomie gilt als
Therapie der Wahl, wobei die aktuelle Studienlage darauf hindeutet, dass nicht operative
Strategien bei phlegmonodser Appendizitis effektive Behandlungsalternativen darstellen.
Eine verlassliche pratherapeutische Differenzierung der Entitaten ist derzeit jedoch nicht
moglich. Aus unterschiedlichen Studien geht hervor, dass beide Entitadten durch
verschiedene klinische Verlaufe und immunologische Prozesse gekennzeichnet sind.
Somit ist das Interesse an einer zuverlassigen praoperativen Differenzierung, die eine
pratherapeutische Patientenstratifizierung erlaubt, groR.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die pathophysiologischen Vorgange beider Entitaten
auf Genexpressionsebene zu analysieren. Basierend auf den jeweiligen
Expressionsmustern sollten zudem, im Rahmen eines Proof-of-Concept-Ansatzes, die
Grundlage fur die zukunftige Entwicklung von Biomarkern fur die verlassliche
praoperative Diagnosestellung geschaffen werden.

Primar eingeschlossen wurden 33 Kinder und Jugendliche im Alter von 7-17 Jahren, die
sich in der Kinderrettungsstelle der Charité — Universitatsmedizin Berlin mit akuter
Appendizitis vorstellten. Praoperativ wurden mit Einverstandnis der Patient*innen sowie
der Sorgeberechtigten Blutproben im Rahmen der routinemafRigen Blutentnahme
entnommen und periphere mononukleadre Zellen isoliert. Mittels RNA-Microarray-
Technologie wurde bei 29 Patient*innen eine genomweite Analyse der Genexpression
mit Fokus auf immunologisch relevante Signalwege (Pathways) durchgefiihrt. Basierend
auf der postoperativen histologischen Untersuchung erfolgte die Einteilung in
phlegmondse (n=13) und gangrandse (n=16) Appendizitis. Nach Quantilnormalisierung
der Daten wurde die statistische Analyse mit dem Welch's Test durchgefuhrt, das
Signifikanzniveau lag bei p<0,05. Signifikante Unterschiede in der Expression fanden
sich bei 3594 (6,3%) der insgesamt 56 666 untersuchten Gene.

Bei Patient*innen mit phlegmondser Appendizitis zeigte sich im Rahmen der
immunologischen Pathway-Analyse eine Uberexpression von CD40L, TRAF1, NIK,
MHC-Klasse II, den B-Zell-Markern CD72 und CD79 sowie wesentlichen Bestandteilen
des T-Zell-Rezeptor-Komplexes (TCR-Untereinheiten und CD3). Diese Uberexpression
im Vergleich zu Patient*innen mit gangrandser Appendizitis spricht fur eine B-/T-Zell
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Interaktion, die auf eine virale Genese der phlegmondsen Appendizitis hinweist. Bei
Patient*innen mit gangrandser Appendizitis kam es hingegen zu vermehrter Aktivierung
der IL-17, Toll-like- und NOD-like-Rezeptor Signalwege. CD11b, CD16b und CD64 als
typische  Marker fur neutrophile  Granulozyten und Komponenten des
Komplementsystems waren ebenso hoher exprimiert. Insgesamt deuten diese
Expressionsmuster im Vergleich zu untersuchten Kindern und Jugendlichen mit
phlegmondser Appendizitis auf eine antibakterielle Immunantwort hin.

Diese grundlegenden Unterschiede in der Genexpression immunologisch relevanter
Signalwege auf mMRNA-Ebene festigen die These, dass phlegmondser und gangrandser
Appendizitis verschiedene pathophysiologische Mechanismen zugrunde liegen. Zudem
bieten diese Ergebnisse die Grundlage fur zukunftige Untersuchungen zur praoperativen

Differenzierung der Entitaten auf immunologisch-molekularer Ebene.
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Abstract

Acute appendicitis is one of the most common surgical emergencies in children and
adolescents. Histologically, phlegmonous (non-necrotizing) and gangrenous (necrotizing)
appendicitis can be differentiated. Although appendectomy remains the treatment of
choice, current studies suggest that non-surgical strategies for phlegmonous appendicitis
are effective treatment alternatives. The reliable pretherapeutic differentiation of the
entities is currently not possible. Depending on the pathological findings, the types of
inflammation are marked by a distinct clinical course and different immunological
processes. Therefore, there is a great interest in establishing a safe preoperative
distinction for patient stratification.

Aims of this study were to display the pathophysiological differences of the different
entities providing proof-of-concept on a gene expression level, along with finding hints for
a reliable preoperative diagnosis through analyzing the associated gene-expression
patterns.

33 patients aged 7-17 years diagnosed with acute appendicitis at the pediatric emergency
department of Charité — Universitatsmedizin Berlin were included primarily. Blood
samples were drawn during preoperative routine laboratory investigations after informed
consent of the patients and their custodians. Peripheral blood mononuclear cells from 29
patients were isolated for genome-wide gene expression profiling using RNA-microarray
technology, focusing on immunological pathways. Based on the postoperative
histological findings, groups of phlegmonous (n=13) and gangrenous (n=16) appendicitis
were established. After quantile normalization statistical analysis was performed using
the Welch’s t-test, level of significance was p<0.05. 3594 (6.3%) of the 56 666
investigated genes showed significantly different gene expression.

Gene expression patterns in patients with phlegmonous appendicitis were characterized
by an overexpression of CD40L, TRAF1, NIK, MHC-class Il, B-cell markers CD72 and
CD79 as well as components of the T-cell receptor complex (TCR-subunits and CD3).
Compared to patients with gangrenous appendicitis, this overexpression indicates a B-
/T-Zell interaction suggesting a viral genesis of phlegmonous appendicitis. On the other
hand, an activation of the IL-17, toll-like and NOD-like receptor pathways was found in
the group of gangrenous appendicitis. Furthermore, a higher expression of the neutrophil
markers CD11b, CD16b and CD64 and components of the complement system was
shown. In contrast to patients with phlegmonous appendicitis, these expression patterns

display an antibacterial immune response.
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These fundamental differences in the gene expression of immunological pathways on a
MRNA level between the groups demonstrate additional evidence that phlegmonous and
gangrenous appendicitis are based on different pathophysiological mechanisms. In
addition, this data provides the foundation for forthcoming investigations concerning the

preoperative differentiation of the entities on immunomolecular basis.
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5 Einleitung

5.1 Geschichte

Die erste bekannte Zeichnung eines Wurmfortsatzes stammt von Leonardo da Vinci aus
dem Jahr 1492. Er nannte ihn ,oreccio“, zu Deutsch ,kleines Ohr (Mcmurrich., 1931).
Der Anatomieprofessor da Carpi beschrieb im Jahr 1521 die anatomische Struktur
erstmalig als ,Appendix vermiformis“ (Deaver, 1905). Wenig spater prasentierte Vesalius
1543 eine Zeichnung der Appendix mit einem runden ,Stein“ im Lumen des

Wurmfortsatzes (Vesalius, 1543).

Die erste dokumentierte Appendektomie wurde 1735 von dem britischen Militararzt
Claudius Amyand durchgefuhrt. Er operierte einen 11-jahrigen Jungen mit einer seit der
Geburt bekannten, rechtsseitigen Leistenhernie. Intraoperativ stellte sich im Bruchsack
eine entzundlich veranderte Appendix dar. Zudem konnte eine Perforationsstelle
identifiziert werden. Es erfolgte eine unkomplizierte Appendektomie, der Patient erholte
sich von der Operation und konnte einen Monat spater aus dem Krankenhaus entlassen
werden (Llullaku et al., 2010). 1812 beschrieb John Parkinson einen Fall von einem 5-
jahrigen Jungen, der nur zwei Tage nach der initialen Vorstellung mit Erbrechen und
Bauchschmerzen sowie Verschlechterung des Allgemeinzustandes an den Folgen einer
perforierenden Appendizitis verstarb (Parkinson, 1812).

Die erste Appendektomie bei initialem Verdacht auf Appendizitis erfolgte 1880 durch
Robert Lawson Tait in Edinburgh. Er operierte eine 17-jahrige Patientin mit einem schwer
entziindeten Wurmfortsatz. Sie erholte sich gut von der Operation (Skandalakis, Gray
and Ricketts, 1994). Ohne Kenntnis davon filhrte der kanadische Arzt Abraham Groves
1883 eine Appendektomie an einem 12-jahrigen Jungen mit rechtsseitigen
Unterbauchschmerzen durch. Auch er erholte sich rasch von der Operation. 1886
veroffentlichte Reginald Fitz eine Arbeit, in der er die Appendizitis erstmalig
histopathologisch als Ursache fur ein inflammatorisches Krankheitsbild mit Schmerzen
im rechten Unterbauch beschrieb. Zudem empfahl er die rasche operative Versorgung
(Fitz Reginald H., 1886).

Charles McBurney prasentierte 1894 seine Operationstechnik mithilfe des nach ihm
benannten Wechselschnittes (McBurney, 1894). Die konventionelle (offene)
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Appendektomie war lange Zeit die einzige operative Alternative, bis 1980 Kurt Semm die
erste laparoskopische Appendektomie an der Universitat Kiel durchfuhrte. Am Kind
erfolgte die erste laparoskopische Appendektomie im Jahr 1992 durch Benno M. Ure an

der Universitat zu Koln.

5.2 Epidemiologie

Abdominelle Beschwerden zahlen generell zu den am haufigsten genannten Symptomen
in der Kinderrettungsstelle, wobei in 5-10% der Falle akute Bauchschmerzen die Ursache
fur die Vorstellung darstellen (Balachandran, Singhi and Lal, 2013; Caperell, Pitetti and
Cross, 2013). Bei der klinischen Diagnose eines akuten Abdomen bei Kindern tiber einem
Jahr ist die akute Appendizitis die fihrende Ursache (Tseng et al., 2008). Sie stellt mit
einer Inzidenz von 100 pro 100 000 Einwohner/Jahr eine der haufigsten chirurgischen
Notfalle dar (Sahm et al., 2012). Der Haufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 10. und 19.
Lebensjahr (Ohle et al., 2011; Anderson et al., 2012). In etwa 5% der Falle sind Kinder

im Alter von unter 6 Jahren betroffen (Alloo et al., 2004).

Bei Madchen findet sich eine erhohte Rate an negativen Appendektomien. Als Ursache
kommen diverse gynakologische Differentialdiagnosen mit ahnlicher Klinik im Sinne einer
pelvic inflammatoric disease (PID) in Betracht. Unter dem Begriff der PID ist ein groles
Spektrum  akuter und subakuter Infektionserkrankungen der  weiblichen
Geschlechtsorgane zusammengefasst. Zudem fallt bei Patientinnen im Rahmen von
Appendektomien eine hohere Rate an intraoperativen Komplikationen auf. Als mogliche
Grunde hierfur werden die intraoperative Darstellung und die Untersuchung der inneren

Geschlechtsorgane bei Madchen und jungen Frauen diskutiert (Salo et al., 2015).

Zudem scheinen jahreszeitliche Faktoren eine Rolle zu spielen. So konnte im Vergleich
zu den Wintermonaten eine Haufung der Rate an Appendektomien in den Monaten Mai
bis August festgestellt werden (Wolkomir et al., 1987; Addiss et al., 1990; Deng et al.,
2010; Rautava et al., 2018). Die genaue Ursache hierflr ist nach wie vor unklar, diskutiert
werden unter anderem vermehrte gastrointestinale Infekte sowie eine ballaststoffarme

Erndhrung in den Sommermonaten (Fares, 2014).

Die Kosten fur die Behandlung der akuten Appendizitis im Kindesalter lassen sich fur
Deutschland nur naherungsweise beziffern. Im Jahr 2018 wurden in Deutschland 21 627
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Kinder und Jugendliche im Alter von 0 bis 18 Jahren mit der Diagnose einer akuten
Appendizitis behandelt (Statistisches Bundesamt (Destatis), 2020). In einer
Untersuchung aus dem Jahr 2008 wurden die mittleren Kosten fur die chirurgische
Behandlung einer Appendizitis mit 3540 Euro pro Patient*in berechnet. Auch wenn sich
die mittleren Entgelte seit 2008 geandert haben, demonstriert die Berechnung, dass es
sich bei der operativen Behandlung der akuten Appendizitis im Kindesalter um einen
relevanten Kostenfaktor handelt.

5.3 Anatomie

Die Appendix vermiformis geht als Teil des Colons mit entsprechender Wandschichtung
postero-medial aus dem Fundus des Caecums ab und befindet sich in ca. 65% der Falle
retrocaecal aufsteigend. Es sind jedoch mehrere Lagevarianten beschrieben: In ca. 31%
der Falle zieht die Appendix kaudal ins kleine Becken, seltener liegt sie transversal
retrocaecal oder aufsteigend paracaecal. Caecum und Appendix werden dabei durch
eine Schleimhautfalte, die so genannte Gerlach-Klappe (ostium appendicis vermiformis),
voneinander getrennt. Die drei Tanien des Blinddarms (Taenia omentalis, Taenia libera
und Taenia mesocolica) laufen an der Basis der Appendix zusammen und bilden eine
geschlossene Langsmuskelschicht. Die arterielle Blutversorgung erfolgt Uber die Arteria
(A.) appendicularis, einem Ast der A. ileocolica. Diese entspringt der A. mesenterica
superior. Der vendse Abfluss erfolgt Gber die Vena (V.) appendicularis, welche Uber die
V. ileocolica in die V. mesenterica superior abflie3t. Innerviert wird die Appendix durch
das sympathische und parasympathische Nervensystem Uber den Plexus mesentericus
superior. Die sensible Innervation erfolgt Gber das Rickenmarksegment Th10 (Lippert,
20086).

Die Appendix galt lange Zeit als rudimentares Organ, wobei in den vergangenen Jahren
gezeigt werden konnte, dass sie eine wichtige immunologische Rolle einnimmt (Kooij et
al.,, 2016). Als Teil des darmassoziierten lymphatischen Gewebes (gut-associated
lymphoid tissue, GALT) ist die Funktion des Blinddarmfortsatzes im Vergleich zu anderen
lymphatischen Geweben im Darm besonders. Plausibel erscheint insbesondere die
Hypothese, dass die Appendix eine Art ,safe house® fur Darmbakterien darstellt. Gemaf
dieser Annahme schutzt der Wurmfortsatz die physiologische bakterielle Darmflora im
Rahmen viraler gastrointestinaler Infektionen. Nach durchgemachter Infektion kann der

11



Einleitung

Darm wieder mit der Standortflora aus der Appendix besiedelt werden (Randal Bollinger
et al., 2007; Laurin, Everett and Parker, 2011).

5.4 Pathophysiologie

Obwohl die akute Appendizitis eine hohe Inzidenz hat und zu den haufigsten
chirurgischen Krankheitsbildern zahlt, ist die genaue Pathogenese unbekannt. In der
Vergangenheit wurde angenommen, die akute Appendizitis entstehe aufgrund einer
intraluminalen Druckerhéhung bei Obstruktion des Wurmfortsatzes durch Koprolithen
(Kotsteine), viskdsen Stuhl oder - weitaus seltener - durch Fremdkorper, Parasiten oder
lymphoide Hyperplasie. Die vermeintlich dadurch entstandene Ischamie mit Ulzeration
fUhre letztlich zur bakteriellen Durchwanderung der Appendixwand (Prystowsky, Pugh
and Nagle, 2005). In der Praxis ist die Obstruktion jedoch ein unzureichender
atiologischer Faktor, da nur bei einem Teil der Patient*innen mit einer akuten
Inflammation eine Obstruktion beobachtet werden kann (Carr, 2000; Bhangu et al., 2015).
Studien konnten zudem zeigen, dass Koprolithen in bis zu 27% aller Autopsien
nachzuweisen sind. In keinem der Falle konnte jedoch eine assoziierte Entzindung der

Appendix festgestellt werden (Chang., 1981; Andreou, Blain and du Boulay, 1990).

5.4.1 Pathologie

In der Arbeit von Norman Carr aus dem Jahr 2000 wurden histologische Kriterien einer
phlegmondsen, gangranosen sowie perforierenden Appendizitis definiert. Die
phlegmondse Appendizitis ist durch eine Infiltration von neutrophilen Granulozyten der
Lamina muscularis mucosae charakterisiert. Zu den moglichen Befunden gehdéren neben
einer O0dematosen Schwellung eine nicht-purulente Serositis, Mikroabszesse der
Appendixwand oder Gefallthromben. Der wesentliche Unterschied im Vergleich zur
gangrandsen Appendizitis ist das Fehlen einer Nekrose. Die gangranose Appendizitis
wird als vollstandige Wandnekrose definiert und kann im weiteren Verlauf zu einem
Wanddefekt, also einer Perforation fihren (Carr, 2000).
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Abbildung 1 Histologie der Appendix vermiformis. a: normale Appendix mit Lymphfollikeln; b:
phlegmonds veranderte Appendix mit diffuser Infiltration von Granulozyten; c: gangrands
veranderte Appendix mit fast vollstandiger Wandnekrose (modifiziert nach Kiss et al., 2021).

5.4.2 Komplizierte und unkomplizierte Appendizitis

Urspringlich gepragt von dem klinischem Verlauf der Erkrankung wird im Rahmen einer
Appendizitis haufig von einer komplizierten und unkomplizierten Erkrankung gesprochen,
wobei ein komplizierter Verlauf auf postoperative Komplikationen wie Darmatonie,
Peritonitis, Sepsis und Abszessbildung hindeutete (Graffeo and Counselman, 1996; St.
Peter, Sharp, et al., 2008). Im Rahmen aktualisierter Einordnungen wird die Appendizitis
als kompliziert bezeichnet, sobald histopathologisch transmurale Nekrosen im Sinne
einer gangranosen Appendizitis mit dem Risiko einer bakteriellen Migration und
Kontamination der Bauchhohle bis hin zur Perforation, nachzuweisen sind (Carr, 2000;
Romano et al., 2014; Imaoka et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit wird diese, aktuelle

Einordnung verwendet.

5.4.3 Immunologie der akuten Appendizitis

Die zellularen Bestandteile des Blutes stammen von pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks. Die Entwicklung der jeweiligen Blutzellen erfolgt Gber
mehrere Proliferationsschritte und wird im Wesentlichen durch Zytokine reguliert.
Zunachst erfolgt die Differenzierung zur myeloischen oder lymphatischen Stammzelle.
Zu der lymphatischen Zelllinie werden die B- und die T-Zellen sowie die NK-Zellen
gezahlt. Granulozyten, Monozyten, Thrombozyten sowie Erythrozyten stammen von
einer myleoischen Stammzelle. Bei den Oberflachenmerkmalen von Zellen (Cluster of
Differentiation, CD) handelt es sich um membrangebundene Glykoproteine, welche
unterschiedliche Funktionen erflllen. Sie sind zum Teil fir eine bestimmte Zellpopulation
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spezifisch und dienen somit als Zellmarker oder als Zielstruktur fur pharmakologische

Therapieansatze (Murphy and Weaver, 2018).

Patient*innen, die im Kindes- oder Jugendalter appendektomiert wurden, erkranken
seltener an Colitis ulcerosa (Andersson and Lambe, 2001; Radford-Smith, 2002; Frisch,
Pedersen and Andersson, 2009). In der Schwangerschaft, insbesondere im dritten
Trimester, ist die Inzidenz der akuten Appendizitis im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
niedriger (Andersson and Lambe, 2001). In beiden Fallen kommt es zu einer
Runterregulierung der durch Typ 2 T-Helferzellen (Th2-Zellen) vermittelten
Immunantwort. Patient*innen, die an einer perforierenden Appendizitis erkrankt waren,
haben hingegen ein erhdhtes Risiko an Morbus Crohn zu erkranken (Frisch and Gridley,
2002; Kaplan et al., 2007; Frisch, Pedersen and Andersson, 2009). Morbus Crohn ist
durch eine Th1-vermittelte Immunantwort charakterisiert. Diese Erkenntnisse sprechen
fur immunologische Unterschiede bei den Arten der Erkrankung (Rubér, 2012).

Wesentliche immunologische Untersuchungen zur Pathophysiologie der Appendizitis
wurden durch die Arbeitsgruppe um Roland E. Andersson von der Universitat Jonkoping
in Schweden durchgeflhrt, hierzu zahlen insbesondere die Arbeiten von Marie Rubér et
al. So konnte bei Patient*innen mit gangrandser Appendizitis zum einen eine erhdhte
Sekretion von Interferon y (IFN-y) im Vergleich zu Kindern mit phlegmondéser Appendizitis
nachgewiesen werden, was auf eine Th1-vermittelte Immunreaktion hindeutet (Rubér et
al.,, 2006). Zum anderen wurde eine erhdhte Freisetzung der proinflammatorischen
Interleukine (IL) IL-17 und IL-6 gezeigt (Rubér et al., 2010). Bei Aktivierung von IL-6
kommt es zur vermehrten Differenzierung von Th17-Zellen und somit zur erhdhten
Freisetzung von IL-17 (Bettelli, Oukka and Kuchroo, 2007). Die Rolle von IL-17 und IL-6
bei gangrandser Appendizitis wurde auch 2014 von Rivera-Chavez et al. beschrieben.
Sie zeigten, dass ein Polymorphismus des IL-6 Gens unabhangig von der Symptomdauer
die Wahrscheinlichkeit fur das Entstehen einer gangranosen Appendizitis beeinflusst
(Rivera-Chavez et al., 2004). Somit wurden erstmalig immunologische Unterschiede bei
Patient*innen mit gangrandser und phlegmondser Appendizitis aufgezeigt. Die
transmurale Nekrose der Appendix ist somit wahrscheinlich nicht nur ein
morphologisches Unterscheidungskriterium, sondern basiert auf einer unabhangigen
inflammatorischen und insbesondere immunologischen Pathophysiologie. Eine
besondere Relevanz erfahren diese immunologischen Unterschiede zwischen den
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histopathologischen Entitaten durch die oben erlauterten Assoziationen mit

unkomplizierten bzw. komplizierten klinischen Verlaufen (siehe 5.4.2).

5.5 Diagnostik

Die akute Appendizitis im Kindes- und Jugendalter prasentiert sich haufig sehr vielfaltig
und kann daher die Diagnosestellung erschweren. Einige Symptome kommen im
Rahmen einer Appendizitis zwar gehauft vor, sind aber unspezifisch. Die
Diagnosestellung erfolgt daher in Zusammenschau von anamnestischen Angaben,
klinischer Untersuchung, Laborwerten sowie radiologischem Befund, wobei Letzterem
eine besondere Bedeutung zukommt. Infolge aktueller Forschungserkenntnisse, die je
nach Vorliegen von phlegmonoser oder gangranoser Appendizitis ein unterschiedliches
therapeutisches Vorgehen nahelegen, soll im Rahmen der Diagnostik nicht nur eine
Appendizitis erkannt, sondern zukunftig auch zwischen beiden Entitaten differenziert

werden.

5.5.1 Anamnese

Die Vorstellung in der Arztpraxis oder in der Notaufnahme erfolgt in aller Regel bei akuten
Bauchschmerzen. Jugendliche beschreiben haufig eine Migration der Schmerzen, wobei
die initialen Beschwerden am ehesten epigastrisch und periumbilikal beschrieben werden
und erst im Verlauf in den rechten Unterbauch wandern. Subfebrile Temperaturen und
Fieber gehoren auch zu haufigen Symptomen und treten in der Regel 24-48 Stunden
nach Symptombeginn auf. Ubelkeit sowie Appetitlosigkeit zahlen ebenso zum
klassischen klinischen Bild einer Appendizitis, teilweise begleitet von Erbrechen.
Verandertes Stuhlverhalten mit Durchfall oder Obstipation werden auch berichtet. Bei
perforierender Appendizitis beschreiben die Patient*innen zudem vereinzelt ein
schmerzfreies Intervall gefolgt von einer erneuten Zunahme der Symptomatik (Rothrock
and Pagane, 2000; Andersson, 2004).

5.5.2 Klinische Untersuchung

In der klinischen Untersuchung zeigt sich klassischerweise eine Druckschmerzhaftigkeit

im rechten unteren Quadranten (Druckschmerz Uber McBurney sowie Lanz-Punkt).
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Zudem konnen ein kontralateraler Loslassschmerz sowie ein positives Psoas-Zeichen
hinweisend fur eine peritonitische Reizung im Rahmen einer Appendizitis sein. Ebenso
wegweisend konnen Perkussions- und Erschitterungsschmerz sowie lokale
Abwehrspannung im rechten Unterbauch sein (Bundy et al., 2007; Rentea, Peter and
Snyder, 2017). Die klassischen Appendizitiszeichen sind in Tabelle 1 beschrieben.

Kinder im Alter von 3-12 Jahren prasentieren in der klinischen Untersuchung haufig nur
unspezifische Befunde. Die klassischen Appendizitiszeichen wie das Psoas- und
Rovsing-Zeichen sind in dieser Altersgruppe in nur ca. 25% der Falle positiv, wobei es
bei etwa 80% der Kindern zu Schmerzen bei Hipfen, Husten oder beim aufrechten
Gehen kommt (Colvin, Bachur and Kharbanda, 2007).

Tabelle 1 Beschreibung der klassischen klinischen Untersuchungsbefunde bei akuter
Appendizitis (Snyder, Guthrie and Cagle, 2018).

Druckschmerz tber Zwischen dem lateralen und mittleren Drittel der gedachten Linie

McBurney-Punkt zwischen der rechten Spina iliaca anterior superior und dem
Bauchnabel

Druckschmerz tber Zwischen dem rechten und mittleren Drittel der gedachten Linie

Lanz-Punkt zwischen den spinae iliacae anterior superior

Blumberg-Zeichen Kontralateraler Loslassschmerz

Rovsing-Zeichen Schmerzen bei dem rickwartsgerichteten Ausstreichen des
Colons Richtung Appendix

Psoas Schmerzen bei aktiver Extension in der rechten Hufte gegen

Dehnungsschmerz Widerstand (a.e. bei retrocaecaler Lage der Appendix)

Die grundsatzlich unzureichende Sensitivitat und Spezifitat der Diagnosestellung einer
akuten Appendizitis anhand der klinischen Untersuchung sowie die ausgepragte ,inter-
observer reliability® verdeutlicht die Herausforderung der klinischen Diagnostik bei
Kindern mit Bauchschmerzen (Yen et al., 2005; Bundy et al., 2007; Kharbanda et al.,
2012; Benabbas et al., 2017). Eine zudem wuinschenswerte, bereits praoperative
Unterscheidung zwischen gangranoser und phlegmondser Appendizitis ist anhand des
klinischen Bildes nicht maoglich.
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5.5.3 Labor

In bis zu 96% der Falle besteht bei Patient*innen mit akuter Appendizitis eine
unspezifische Leukozytose und/oder eine Neutrophilie (Rothrock and Pagane, 2000).
Kinder und Jugendliche mit einem unauffalligen Blutbild haben wiederum mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit keine Appendizitis und eine hohere Rate an sog.
Negativappendektomien (Bates et al., 2014). Haufig geht eine Appendizitis mit einem
erhohten CRP-Wert einher, allerdings ist die Spezifizitat und Sensitivitdt unzureichend
(Andersson, 2004; Yu et al., 2013).

Zur Vervollstandigung der Diagnostik ist eine Urinanalyse zum Ausschluss einer
(gegebenenfalls begleitenden) Harnwegsinfektion, bei jungen Frauen im gebarfahigen

Alter ein Schwangerschaftstest zu empfehlen.

Zur pratherapeutischen Unterscheidung der histopathologischen Entitaten wurden in
diversen Studien laborchemische Untersuchungen durchgefihrt und verglichen. Bei
gangranoser Erkrankung sind ein erhohter CRP-Wert sowie hohere Leukozytenzahlen
und eine Neutrophilie beschrieben (Yang et al., 2019). Auch eine Hyperbilirubinamie
wurde als potentieller Marker fur das Vorhandensein einer Perforation diskutiert (Sand et
al., 2009). Die genannten Laborparameter zeigten letztlich keine ausreichende
Sensitivitat und Spezifitat, um die Art der Appendizitis vorhersagen zu kénnen (Muller et
al., 2015). Untersucht wurde auch das Verhaltnis von verschiedenen Laborparametern
zueinander. Hierzu zahlen beispielsweise Forschungen zum Verhaltnis von Neutrophilen
zu Lymphozyten (Neutrophil to Lymphocyte Ratio) (Jung et al., 2017; Hajibandeh et al.,
2020). In der Arbeit aus der eigenen Forschungsgruppe aus dem Jahr 2018 konnte bei
Patient*innen mit phlegmondser Appendizitis laborchemisch eine relative Eosinophilie
sowie Basophilie gezeigt werden (Minderjahn et al., 2018). Diese Veranderungen sind im
zeitlichen Verlauf konstant und deuten somit auf pathophysiologische Unterschiede hin.
Dennoch sind Sensitivitat und Spezifitdt unzureichend fur eine sichere Differenzierung
der Entitaten (Reismann, Schadlich, et al., 2019). In dieser Hinsicht positiv zeigten sich
Daten aus verschiedenen Arbeiten, die den Zusammenhang von Natriumspiegel im
Serum und einer gangrandsen Appendizitis untersucht haben. Ein systematisches
Review hat gezeigt, dass diese Assoziation mit einer Sensitivitdt von >80%, jedoch sehr
variabler Spezifitdt von 30-80% eine nur eingeschrankte Aussagekraft hat (Giannis,
Matenoglou and Moris, 2020).
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5.5.4 Bildgebung

Gemal der Leitlinie der Gesellschaft fur Padiatrische Radiologie ist bei Verdacht auf
akute Appendizitis der abdominelle Ultraschall das bildgebende Verfahren der Wahl
(Gesellschaft fur Padiatrische Radiologie 2020). Die Sonographie ist ein preisglnstiges
und in der Regel gut verfugbares Verfahren zur weiterfihrenden Diagnostik.
Insbesondere im Kindesalter wird diese Untersuchungsmethode gegenuber anderen
bildgebenden Verfahren bevorzugt angewandt, da sie bei guter Aussagekraft ohne
besonderen Aufwand durchflhrbar ist und es zu keiner Strahlenexposition kommt. Far
eine Appendizitis typische Befunde sind ein Appendixdurchmesser von >6 mm, eine
Wandverdickung der Appendix von >2 mm, freie intraabdominelle Flussigkeit und eine
Verdickung des Mesenteriums (Rawolle et al., 2019). Bei unklarem Ultraschallbefund
aufgrund mangelnder Compliance oder erschwerten Untersuchungsbedingungen bei
Adipositas ist eine Magnetresonanztomographie (MRT) eine aussagekraftige Alternative
(Gesellschaft fur Padiatrische Radiologie, 2020). Je nach Alter des Kindes ist fur die
Durchfuhrung der MRT-Untersuchung eine Sedierung oder Narkose erforderlich, die
wiederum risikobehaftet ist.

Mittels Computertomographie (CT) ist die Diagnosestellung einer akuter Appendizitis je
nach Studie mit einer Sensitivitat von 94-100% und Spezifizitat von 93-98% mdglich
(Platon et al., 2009; Seo et al., 2009; Kim et al., 2012). Insbesondere Leitlinien und
Studien aus dem anglo-amerikanischen Raum empfehlen bei Verdacht auf akute
Appendizitis und einem unauffalligen bzw. nicht wegweisenden Ultraschallbefund auch
im Kindesalter ein CT zur weiteren Diagnostik (Rothrock and Pagane, 2000; Smith and
Fox, 2016). Europaische Gesellschaften und Leitlinien lehnen dieses Vorgehen ab und
empfehlen das CT nur in Ausnahmefallen (Gesellschaft fir Padiatrische Radiologie,
2020). Grund hierfirr ist die hohe Strahlenbelastung, mit der die CT-Untersuchung
assoziiert ist. Bei zusatzlicher Applikation von Kontrastmittel kann es zudem zu einer
allergischen Reaktion kommen. Dies kommt zwar insgesamt selten vor, sollte aber im
Rahmen der Risikoabwagung mitbertcksichtigt werden (Dillman, Trout and Davenport,
2018).

In einer aktuellen Untersuchung zum Wert der Sonographie fur die Unterscheidung
verschiedener Entitaten der Appendizitis konnte gezeigt werden, dass die Darstellung

eines Konglomerattumors sowie die Aussage des Untersuchers, dass wahrscheinlich
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eine Perforation vorliegt, hochspezifisch fur das Vorliegen einer gangrandsen
Appendizitis ist — bei jedoch geringen Sensitivitaten. Auch ein vergrof3erter
Appendixdurchmesser, eine periappendizitische Umgebungsreaktion mit Imbibierung
des Fettgewebes, freie Flussigkeit und ein Abszess sind signifikant mit einer
gangrandsen Appendizitis assoziiert (Rawolle et al., 2019). Allerdings ist als Limitation
des Ultraschalls zu erwahnen, dass die Qualitat stark von der Compliance des Kindes
und der Erfahrung des Untersuchers abhangig ist. Die Differenzierung der Entitaten der
Appendizitis kann ebenso mittels CT oder MRT gestellt werden (Kim et al., 2014;
Rosenbaum et al., 2017). Diese bildgebenden Verfahren haben trotz einer hohen
Spezifitat von 85-99% insbesondere bei padiatrischen Patient*innen die bereits zuvor

beschriebenen Limitationen.

5.5.5 Scores zur Diagnostik der akuten Appendizitis

Da die Diagnostik der akuten Appendizitis bei Kindern und Jugendlichen weiterhin
erschwert ist, wurden verschiedene Scores zur hoheren diagnostischen Sicherheit
entwickelt und untersucht. Der Alvarado-Score beinhaltet acht pradiktive Faktoren,
maximal kann eine Punktzahl von insgesamt zehn Punkten erreicht werden. Initial wurde
er zur Anwendung an Erwachsenen entwickelt und erst im Verlauf an padiatrischen
Patient*innen angewandt. Der Pediatric Appendicitis Score (PAS) hingegen wurde
explizit fur Kinder entwickelt, auch hier kdnnen maximal zehn Punkte erreicht werden. In
Tabelle 2 sind der Alvarado-Score sowie der PAS mit den jeweiligen Parametern
zusammengefasst. Die Spezifitat dieser Scores wird in der Literatur mit 50 bis 100%
angegeben, sodass die diagnostische Wertigkeit unklar ist. Derzeit kann davon
ausgegangen werden, dass sie zumindest als diagnostische Hilfestellung dienen
(Goldman et al., 2008; Escriba et al., 2011; Pogoreli¢ et al., 2015).

Die sichere Unterscheidung der phlegmondsen bzw. gangrandsen Appendizitis ist
naturgemaly letztlich erst mit der histopathologischen Untersuchung nach
Appendektomie mdoglich. Anhand der klinischen, laborchemischen und radiologischen
Befunde wurden verschiedene Scoring-Systeme zur Differenzierung dieser Entitaten
untersucht (Williams et al., 2009; Broker et al., 2012; Gorter et al., 2016). Allerdings haben
diese Modelle bei unzureichender Spezifitat und Sensitivitat keine Relevanz in der Klinik.
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Tabelle 2 Alvarado-Score und Pediatric Appendicitis Score (PAS).

Alvarado-Score Pediatric Appendicitis Score
Wanderschmerz 1 | Wanderschmerz 1
Appetitlosigkeit 1 | Appetitlosigkeit 1
Ubelkeit/Erbrechen 1 | Ubelkeit/Erbrechen 1

2 2

Schmerzen im rechten Unterbauch Schmerzen im rechten Unterbauch

Schmerzen bei Husten, Erschitterung

Loslassschmerz 1 . 2
oder Perkussion

Erhohte Kérpertemperatur = 37,3° C 1 | Erhohte Kérpertemperatur = 38,0° C 1

Leukozytose = 10 000/ul 2 | Leukozytose = 10 000/pl 1

Linksverschiebung im Blutbild = 75% 1 | Linksverschiebung im Blutbild = 75% 1

5.5.6 Methoden des maschinellen Lernens und der kunstlichen Intelligenz

Eine weitere, untersucherunabhangige Methode zur Diagnostik der akuten Appendizitis
stellt die Verwendung von kunstlicher Intelligenz dar. Anhand verschiedener Ansatze
konnte durch Erfassung von Alter und Laborwerten der Patient*innen die Diagnose einer
akuten Appendizitis mit einem positiven Vorhersagewert von >90% gestellt werden
(Akmese et al., 2020; Aydin et al., 2020). Unter Verwendung von Differentialblutbild, CRP
und sonographischem Befund konnte mittels Biomarker-Signaturen eine Sensitivitat von
93% und eine Spezifitat von 67% erreicht werden. Ebenso wurde die Differenzierung der
beiden Entitdten untersucht, wobei hier der sonographisch gemessene
Appendixdurchmesser fur das Modell nicht erforderlich war und lediglich auf Laborwerten
basiert. Das Vorhandensein einer Gangran konnte mit einer Sensitivitdt von 95%
vorhergesagt werden. Die Spezifitat lag jedoch bei nur 33% (Reismann, Romualdi, et al.,
2019).
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5.6 Therapie

5.6.1 Aktuelle Therapiestrategien

5.6.1.1 Appendektomie

Bei akuter Appendizitis ist aktuell die Appendektomie Therapie der Wahl (Hall et al.,
2017). Diese kann laparoskopisch oder offen-chirurgisch erfolgen. Aufgrund der
geringeren Anzahl an Wundinfektionen und des kurzeren Krankenhausaufenthaltes wird
das laparoskopische Vorgehen bevorzugt (Jaschinski et al., 2018). Lange Zeit wurde
angenommen, dass bei Diagnosestellung notfallmallig operiert werden muss, um eine
mogliche Perforation und somit eine erhdhte Rate an perioperativen Komplikationen zu
verhindern. Diese Annahme wurde jedoch widerlegt indem gezeigt werden konnte, dass
eine Verzogerung der Operation von bis zu 24 Stunden nach initialer Vorstellung nicht
mit vermehrten Komplikationen assoziiert ist: Das Risiko fiir eine Re-Operation oder eine
Wundinfektion ist nicht erhdht (Yardeni et al., 2004; Almstrom et al., 2017). Die Rate einer
Perforation und einer intraabdominellen Abszessbildung zeigt sich unverandert (Bhangu
et al., 2015). Basierend auf diesen Studienergebnissen operieren viele (kinder-)
chirurgische Abteilungen Patient*innen, die sich am spaten Abend oder nachts mit akuter
Appendizitis vorstellen, nicht notfallmallig in der Nacht, sondern geplant zeithah am
Folgetag.

Auf der Basis von gangraneszierenden und insbesondere von (gedeckt) perforierenden
Appendizitiden kann es perityphlitisch und in anderen intraabdominalen Regionen zur
Ausbildung von Abszessen kommen. In diesem Fall wird aktuell eine primar konservative
antibiotische Therapie empfohlen, zudem kann insbesondere abhangig von der
AbszessgroRe die CT-gestlutzte oder sonographisch kontrollierte Anlage einer Drainage
in Betracht gezogen werden. Nach der Akutphase ist eine Appendektomie im Intervall (in
ca. 6-10 Wochen) zu diskutieren (Weber et al., 2003; Nadler et al., 2004; Andersson and
Petzold, 2007; Simillis et al., 2010).

5.6.1.2 Antibiotische Therapie

Bei der Diagnosestellung, spatestens aber 30 bis 60 Minuten vor Operationsbeginn wird
der Beginn einer antibiotischen Therapie empfohlen (Litz et al., 2018). Der im
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Appendixabstrich am haufigsten nachgewiesene Erreger ist Escherichia coli (E. coli),
gefolgt von Pseudomonas aeruginosa und Klebsiella pneumoniae (Song et al., 2018).
Zwar ist E. coli gegen die gangigen Antibiotika (z.B.: Amoxicillin/Clavulansdure und
Ciprofloxacin) sensibel, gibt es bei Pseudomonaden und Klebsiellen haufig Resistenzen.
Zu den empfohlenen Therapieoptionen zahlen daher Piperacillin/Tazobactam, eine
Kombination von Cefuroxim und Metronidazol oder Cefotaxim und Metronidazol
(Maltezou et al., 2001; St. Peter, Tsao, et al., 2008; Lee et al., 2010; Fallon et al., 2015).
Hierbei muss allerdings die grundsatzlich fehlende Wirksamkeit von Cephalosporinen
gegen Enterokokken (,Enterokokkenlicke®) beachtet werden. Im Rahmen einer
phlegmondsen Appendizitis fuhrt die einmalige Gabe eines Antibiotikums praoperativ
nicht zu einer erhohten Rate von Wundinfektionen und verklrzt sogar die
Aufenthaltsdauer im Krankenhaus (Rentea, Peter and Snyder, 2017). Bei gangrandser
Appendizitis wird das Fortfihren der Therapie fur 3-5 Tage empfohlen (van Rossem et
al., 2014).

5.6.2 Konservative Therapiestrategien

In den letzten Jahren wurden einige randomisiert kontrollierte Studien durchgefuhrt, die
konservative und operative Behandlungsstrategien bei Patient*innen mit nicht
perforierender Appendizitis verglichen. In bis zu 75% der Falle konnten entsprechende
Patient*innen ohne Operation behandelt werden (Styrud et al., 2006; Varadhan, Neal and
Lobo, 2012). Konservative Therapiestrategien wurden somit erstmalig als eine mdgliche
Alternative zur operativen Versorgung der Appendizitis gesehen. Infolge dieser
Erkenntnisse bei Erwachsenen wurden mehrere klinische Studien an Kindern und
Jugendlichen mit akuter Appendizitis durchgefuhrt. Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, dass eine nicht-operative Therapie bei Patient*innen mit nicht perforierender
Erkrankung maoglich ist (Svensson et al., 2015; Hartwich et al., 2016; Hall and Eaton,
2018).

Wahrend in den oben genannten Studien die operative der antibiotischen Therapie
gegenubergestellt wurde, gehen Andersson et al. davon aus, dass die histopathologisch
phlegmondse Appendizitis mit einer hohen Spontanheilungsrate einhergeht, womit sich
jegliche Therapie dieser Art der Inflammation erlibrigen wirde (Andersson, 2007). Dieser

These folgend wurde in der prospektiv randomisierten Studie von Park et al. die rein
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supportive mit einer antibiotischen Therapie (in diesem Fall intravendse Applikation von
Cefmetazol und Metronidazol) bei Patient*innen mit unkomplizierter Appendizitis
verglichen. Zwdlf Monate nach Einschluss der Patient*innen konnte in den untersuchten
Gruppen bezuglich des Therapieerfolges kein signifikanter Unterschied gezeigt werden
(Park, Kim and Lee, 2017).

5.7 Genexpressionsanalyse in der klinischen Forschung

Die genomweite Genexpressionsanalyse mittels Microarray-Technologie wird in der
Onkologie bereits seit einigen Jahren erfolgreich in der Tumordiagnostik und Therapie
verwendet (Quackenbush, 2006). Dies hat zur Folge, dass diese Technik auch
zunehmend in anderen Bereichen der Medizin angewandt wird, um die Pathophysiologie
komplexer Krankheitsbilder besser zu verstehen und spezifische Biomarker zur
Diagnostik zu identifizieren.

Bei der RNA-Microarray-Technik wird die Expression eines zentralen Molekuls der
Proteinbiosynthese untersucht: der mRNA (Boten-Ribonukleinsaure, engl. messenger
ribonucleic acid). Im Rahmen der physiologischen Vorgange erfolgt die sog. Transkription
von DNA (Desoxyribonukleinsaure, engl. desoxyribonucleic acid) mittels DNA-
abhangigen RNA-Polymerasen zu einzelstrangiger RNA (Loffler, 2008b). Im Anschluss
erfolgt die Translation der Information in sogenannte Polypeptide durch Bindung der
MmRNA am Ribosom: Ein aus drei Basen bestehendes Codon kodiert fur eine
proteinogene Aminosaure, somit entsteht eine Aminosaurenkette. Erst nach deren
Faltung entsteht ein funktionsfahiges Protein (Loffler, 2008a). Je nach aktueller Aktivitat
der Zelle werden nur spezifische Proteine und dementsprechend bestimmte mRNA
Sequenzen bendtigt. Somit wird durch Analyse der mRNA ein zentraler Teil der
Proteinbiosynthese mit sehr guter zeitlicher Auflosung untersucht.

Tang et al. konnten bei erwachsenen Patient*innen flinfzig Gene identifizieren, die im
Rahmen einer Sepsis im Vergleich zu kritisch kranken Patient*innen ohne Nachweis
einer Sepsis signifikant unterschiedlich exprimiert waren. Anhand der identifizierten Gene
erfolgte unter Verwendung von kunstlicher Intelligenz die ldentifizierung einer Biomarker-
Signatur. Das Vorhersagemodell konnte in 44 von 50 Fallen eine Sepsis identifizieren
und erreichte eine Vorhersagegenauigkeit von 88% (Tang et al., 2007).
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Auch bei padiatrischen Patient*innen wurde die Genexpression im Rahmen von
septischen Krankheitsbildern untersucht (Wong et al., 2009; Cornell et al., 2010;
Balamuth et al., 2020). Balamuth et al. haben mit ihrer Studie die Durchfuhrbarkeit einer
Genexpressionsuntersuchung bei Kindern mit Sepsis in der akuten Versorgungssituation

in einer Kinderrettungsstelle bewiesen.

In der Literatur beschrieben sind einige genomweite Genexpressionsuntersuchungen bei
akuter Appendizitis (Murphy et al., 2008; Chawla et al., 2016). Allerdings wurde die akute
Appendizitis in den betreffenden Untersuchungen unabhangig von der Histopathologie
als ein homogenes Krankheitsbild betrachtet, sodass ein Vergleich der
Studienergebnisse mit der hier vorgestellten differenzierten Untersuchung nicht moglich
ist.
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6 Hypothese und Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Annahme, dass es sich bei histopathologisch
phlegmondser und gangrandser Appendizitis um unterschiedliche Erkrankungen handelt
und nicht — wie lange angenommen — die phlegmonodse Inflammation unbehandelt zu
einem Gangran und schlieB3lich einer Perforation fihrt (Andersson, 2007). Die Arten der
Entzindung gehen entsprechend mit spezifischen klinischen Verlaufen (unkompliziert
und kompliziert) einher. Die zuverlassige pratherapeutische Unterscheidung von
histopathologisch phlegmondser und gangrandser Appendizitis ist insbesondere fur die
sichere Etablierung konservativer Behandlungsstrategien essenziell. Aktuelle
Forschungsergebnisse sprechen fur unterschiedliche immunologische Prozesse bei der
Entstehung der phlegmonésen und gangranésen Appendizitis (Rubér et al., 2006, 2010).
Es ist davon auszugehen, dass sich diese Prozesse auf molekularer bzw. Proteinebene

und somit auf Genexpressionsebene widerspiegeln und folglich zu detektieren sind.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit lautet, dass die histopathologisch phlegmondse
und die gangranose Appendizitis im Kindes- und Jugendalter durch jeweils verschiedene

immunologische Genexpressionsmuster charakterisiert sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen, Unterschiede zwischen phlegmondser und
gangranoser Appendizitis auf Genexpressionsebene und mittels anschliellender
immunologischer Pathway-Analyse zu untersuchen, um neue Erkenntnisse in der
Pathophysiologie dieser Erkrankungen zu gewinnen. Zum anderen sollten auf der Basis
der verschiedenen immunologischen Vorgange grundlegende Erkenntnisse fur die
Entwicklung differenzierender Marker beschrieben werden.
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7 Methodik

Die Durchfuhrung dieser single-center prospektiven Studie wurde von der zustandigen
Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Die Genehmigung
wurde fur insgesamt 30 Kinder und Jugendliche im Alter von 7-17 Jahren zuzuglich einer
angenommenen Ausschlussrate von 10% (3 Patienten) erteilt. Die Referenznummer
lautet ES2/130/16. Das Projekt wurde Uber Drittmittel der Kronprinsessan Lovisas
férening for barnasjukvard (Stockholm, Schweden) finanziell geférdert und war mit der
Laufzeit vom 01.08.2018 bis 31.07.2020 bei der Drittmittelverwaltung der Charité —
Universitatsmedizin Berlin unter der Kennung 89834613 gemeldet.

Eingeschlossen wurden Kinder und Jugendliche, die sich in der Notaufnahme der
Kinderklinik der Charité Universitatsmedizin Berlin, Campus Virchow Klinikum vorstellten
und bei denen aufgrund der sonographischen Verdachtsdiagnose einer akuten
Appendizitis die Indikation zur Appendektomie gestellt wurde. Sowohl die
Sorgeberechtigten als auch die Patient*innen wurden anhand von altersgerechten
Aufklarungsbdgen (Alter von 7-14 und 15-17 Jahren) Uber das Prozedere informiert. Das
Einverstandnis mit Unterzeichnung eines entsprechenden Formulars wurde eingeholt.

Eine Ubersicht der Ein- und Ausschlusskriterien findet sich in Tabelle 3.

Tabelle 3 Zusammenfassung der Ein- und Ausschlusskriterien.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

Sonographischer Verdacht auf akute Antibiotische Therapie in den vergangenen 2

Appendizitis Wochen

Alter 7-17 Jahre Chronische Erkrankungen

Appendektomie nach Diagnosestellung Zeit zwischen Blutentnahme und
Weiterverarbeitung der Proben >1h

Schriftliches Einverstandnis Unzureichende mRNA Qualitat

7.1 Epidemiologie

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden epidemiologische Daten der eingeschlossenen
Kinder und Jugendlichen digital durch das Patientendokumentationssystem SAP fur
Windows, Version 6.5 (SAP SE, Walldorf, Deutschland) erfasst. Diese Parameter
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beinhalten Alter, Geschlecht sowie Vor- oder Begleiterkrankungen der Patient*innen.
Zudem wurde der Zeitraum vom anamnestischen Beginn der Symptome (+/- 30 min) bis
zum digital dokumentierten Zeitpunkt der Blutentnahme berechnet, um die
Vergleichbarkeit des zeitlichen Verlaufes sicherzustellen.

7.2 Labor

Es erfolgte die Analyse der im Rahmen der Routinediagnostik untersuchten Laborwerte.
Hierzu zahlen die Bestimmung von CRP (mg/dl) und Differentialblutbild (Zellen/nl).

7.3 Pathologische Untersuchung

Das Appendektomiepraparat jedes Kindes, das an der Charité - Universitatsmedizin
Berlin bei akuter Appendizitis operiert wird, wird standardmafig mit Formalin fixiert und
pathologisch untersucht.

Zur Qualitatskontrolle werden alle im |Institut fur Pathologie der Charité -
Universitatsmedizin Berlin untersuchten Praparate von mindestens zwei Pathologen
beurteilt. Die primare Untersuchung erfolgt in der Regel durch eine*n Arztin*Arzt in
Weiterbildung, die dann durch eine*n Oberarztin*arzt validiert wird. Der diagnostische
Standard des Institutes fur Pathologie wird zudem durch klinisch-pathologische
Konferenzen gesichert (Horst, 2021). Da die exakte Differenzierung der Entitdten eine
wichtige Grundlage fur diese Forschungsarbeit ist, wurden die Proben der
eingeschlossenen Patient*innen zur Sicherstellung der histopathologischen Diagnose
von einer Paidopathologin untersucht und insbesondere hinsichtlich der Festlegung
phlegmonds oder gangrdnds erneut befundet. Bei einer Diskrepanz zwischen den
Untersuchungsbefunden erfolgte die Einteilung anhand der Begutachtung der
Kinderpathologin. Die Klassifikation in phlegmondse und gangrandse Appendizitis
erfolgte anhand der histologischen Kriterien nach Carr, siehe Abbildung 1 (Carr, 2000).
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7.4 Genexpressionsanalyse

Die Genexpressionsanalyse sowie die Analyse der Daten erfolgte in Kooperation mit der
OakLabs GmbH (Neuendorfstr. 16 B, 6761 Hennigsdorf. Registernummer HRB 9545 NP,
Amtsgericht Neuruppin).

Die Blutentnahme fur die erforderliche Zellisolierung und die Genexpressionsanalyse
erfolgte dem Ethikvotum entsprechend im Rahmen der Routinelabordiagnostik bei
Verdacht auf akute Appendizitis (Differentialblutbild und CRP). Eine zusétzliche

Venenpunktion fur die Entnahme der Proben konnte somit vermieden werden.

Es erfolgte die Isolierung der RNA aus peripheren mononuklearen Blutzellen (peripheral
blood mononuclear cells, PBMC). Hierfir wurde den Patient*innen 5 ml Blut (zwei
VACUETTE® ROHRCHEN 2,5 ml LH Lithium Heparin Separator, Greiner Bio-One,
Leipzig) zur Weiterbearbeitung enthommen. Die Proben wurden innerhalb von maximal
einer Stunde nach der Gewinnung weiterverarbeitet. Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht zu
den einzelnen Schritten von der RNA-Isolierung bis zur statistischen Analyse der

Microarray-Daten.

(S =t R

RNA-Isolierung | | RNA-Amplifikation Microarray |Datenauswertung
Hybridisierung

Abbildung 2 Arbeitsflussdiagramm.

7.4.1 Dichtegradientenzentrifugation

Das Blut wurde im Verhaltnis von 1:1 mit phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate-
buffered saline, PBS) verdinnt. Im Anschluss wurde die L6sung langsam auf 2 ml Ficoll
PM400 (GE Healthcare, Pittsburgh, PA, USA) geschichtet und bei Raumtemperatur fir
30 Minuten bei 400g ohne zugeschaltete Bremse zentrifugiert. Die Dichte des Ficoll (1,2
g/ml) ist groRer als die der Lymphozyten und Monozyten und geringer als die der
Erythrozyten und dem Grof3teil der Granulozyten.
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Durch die Zentrifugation entstehen vier Phasen:
1. eine obere Schicht bestehend aus Blutplasma sowie Thrombozyten
2. ein weillicher Zellring bestehend aus Leukozyten und Monozyten
3. das Trennmedium
4. eine unterste Schicht aus Erythrozyten und den restlichen Granulozyten.

Der Zellring wurde isoliert, in PBS aufgeschwemmt und bei Raumtemperatur jeweils fur

5 Minuten bei 400g mit Bremse zentrifugiert.

Der Uberstand, bestehend aus Blutplasma und Thrombozyten, wurde vorsichtig
abgesaugt, das entstandene Pellet (heller Zellring in Abbildung 3) in 12 ml PBS
aufgeschwemmt. Nach einem weiteren Waschvorgang wurde das entstandene Pellet in
1 ml PBS aufgeschwemmt. Nach Uberflihrung in ein Gefrierréhrchen und abschlieRender
Zentrifugation mittels Mikrozentrifuge wurde der Uberstand abgesaugt. Die nativen Zellen
wurden bei -20°C in einem Probebehéalter Nalgene® Mr. Frosty® (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) eingefroren. Im Anschluss wurden die Proben bei -80°C in
Flussigstickstoff gelagert.

Blutplasma und
Thrombozyten

Blutprobe
(1:1 verdiinnt mit PBS)

— PBMC (Leukozyten und Monozyten)

Erythrozyten und

Ficoll Granulozyten

Abbildung 3 Schematische Darstellung der Isolierung von PBMCs. Links vor der Zentrifugation,
rechts danach. Der Zellring (Pellet) bestehend aus Leukozyten und Monozyten wird im Anschluss
isoliert und weiterverarbeitet.
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7.4.2 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA erfolgte mittels TRIzol® Reagenz (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Die zuvor hergestellten PBMCs wurden mit dem genannten
Reagenz homogenisiert, im Anschluss wurde Chloroform hinzugefligt. Das dabei
entstehende Homogenat trennt sich grundsatzlich in drei Schichten. Die obere Schicht
ist wassrig und beinhaltet die RNA. Die untere, organische Schicht beinhaltet die DNA
und Proteine, dazwischen befindet sich eine Grenzschicht. Zur Konzentrierung der RNA
erfolgte die Fallung mittels Isopropanolol.

7.4.3 Qualitatskontrolle und Quantifizierung der RNA

Die Qualitat der isolierten RNA wurde mit Hilfe eines Bioanalyzers (Bioanalyzer 2100™,
Agilent Technologies, Waldbronn) unter Verwendung des RNA 6000 Pico Kit untersucht.
Der RNA Integritatswert (RIN, RNA Integrity Number) ist der von Bioanalyzer verwendete
Algorithmus, welcher die Qualitat der RNA beschreibt. Dafur wurden neben anderen
Charakteristika insbesondere die 18S und 28S Sequenzen untersucht. Die RIN kann
Werte von 1 bis 10 erreichen, wobei 10 der Bestwert ist. Zudem erfolgte vor
Normalisierung der Daten die Erstellung eines Bloxplot, um die Signalverteilung der

einzelnen Proben zu visualisieren und somit miteinander vergleichen zu konnen.

Zusatzlich wurde der NanoDrop™ 2000 Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) zur Quantifizierung und Beurteilung der Reinheit der RNA
verwendet. Die Spektralphotometrie basiert auf den physikalischen Grundlagen des
Lambert-Beer'schen Gesetzes. Es beschreibt die direkte Korrelation zwischen der
Absorption und der Konzentration eines bestimmten Mediums. Nukleinsauren
absorbieren Licht unterschiedlicher Wellenlangen, der Peek liegt bei 260 nm (UV-Licht).
Dies wird genutzt, um die RNA-Probe zu quantifizieren. Um die Reinheit der Probe zu
prifen, wird das Verhaltnis A260/280 (Zielwert 2,1-1,8) und A260/230 (Zielwert >1,8)
bestimmt. Proteine absorbieren Licht bei einer Wellenlange von 280 nm, Phenole und
chaotrope Verbindungen bei 230 nm. Somit kdnnen auch mogliche Verunreinigungen
detektiert werden. Nachdem die Qualitat der Proben durch die oben genannten Kriterien
gesichert worden war, wurde die gewonnene RNA weiterverarbeitet.
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7.4.4 Microarray Technik

Fur die genomweite Genexpressionsanalyse wurden Microarrays von OakLabs,
Hennigsdorf und Agilent Technologies, Waldbronn verwendet. Mit Hilfe des Low Input
Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies, Waldbronn) wurde fluoreszierende cRNA
(complementery RNA) generiert. Die Hybridisierung erfolgte mit dem Gene Expression
HybridizationKit (Agilent Technologies, Waldbronn). Jeweils 600 ng cRNA wurde bei
65°C fur 17 Stunden auf einem 8x60K Microarray im ,Hybridization chamber and oven®
hybridisiert (Agilent Technologies, Waldbronn). Im Anschluss wurden die Arrays fir
jeweils eine Minute bei Raumtemperatur (Agilent Gene Expression Wash Buffer 1) und
bei 37°C (Agilent Gene Expression Wash Buffer 2) gewaschen. Die hybridisierten
Microarrays wurden mit dem SureScan Microarray Scanner (Agilent Technologies,
Waldbronn) gescannt, eine 20 bit TIFF Datei wurde generiert. Um diese zu lesen, wurde
die Agilent Feature Extraction Software 11.0 (Agilent Technologies, Waldbronn) genutzt.

7.5 Analyse der epidemiologischen und laborchemischen Daten

In einer Boxplot-Analyse der kontinuierlichen Variablen unter den epidemiologischen,
zeitlichen und routinemafdig untersuchten laborchemischen Parametern fanden sich
jeweils asymmetrische Verteilungen, sodass von nicht normalverteilten Daten
ausgegangen wurde. Die statistische Analyse erfolgte fur kontinuierliche Variablen
mittels Mann-Whitney-U-Test und fur kategoriale Variablen mittels Chi-Quadrat-Test. Die
Analyse wurde mit der GraphPad Prism software (Version 9.1.0, La Jolla, CA, USA)
durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

7.6 Analyse der Genexpressionsdaten

7.6.1 Quantilnormalisierung

Die Normalisierung der Daten erfolgte durch die quantile Normalisierung nach Bolstad et
al. (Bolstad et al., 2003). Diese basiert auf der Annahme, dass die Signalverteilung aller
Arrays gleich verteilt sind. Im Vergleich zu der so genannten Medianzentrierung sollen
hierbei nicht nur der Median (50% Quantil) aller Arrays annahernd gleich sein, sondern

samtliche Quantile. Die normalisierten Daten konnen somit verglichen werden. Die
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statistische Analyse (phlegmondse vs. gangrandse Appendizitis) erfolgte mittels Welch's

Test. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant beurteilt.

7.6.2 Hierarchische Clusteranalyse

Bei der hierarchischen Clusteranalyse stellt zu Beginn jedes Objekt ein Cluster dar. In
den folgenden Schritten fusionieren die Cluster mit der jeweils geringsten Distanz
zueinander, bis alle Objekte einem Ubergeordneten Objekt zugehdrig sind. Diese
Clusteranalyse wird mithilfe eines so genannten Dendrogramms (griechisch dendron =
Baum) dargestellt. Die Distanz oder Unadhnlichkeit der zusammengefugten Cluster wird
dargestellt, indem die Lange der Verbindungslinie die Ahnlichkeit der Gruppen
widerspiegelt. Somit werden sowohl Proben als auch einzelne Gene mit ahnlichen
Expressionsprofilen als zusammengehorig erkannt und bilden Cluster. Proben mit sehr
unterschiedlicher Genexpression konnen differenziert werden.

7.6.3 Heatmap

Zur Visualisierung der Genexpressionsdaten wurden Heatmaps erstellt. Dieses
Verfahren dient zur Analyse von Microarray-Daten, indem die gemessenen
Expressionswerte in Form einer Matrix dargestellt werden. In den Zeilen sind die
jeweiligen Gene dargestellt, die Uber die Spalten den entsprechenden Proben zugeordnet
werden. Die Proben werden zueinander in ein Verhaltnis gestellt, wobei die Ahnlichkeit
der Transkriptionsprofile visualisiet werden. Erwartungsgemal® sollten die
Transkriptionsprofile von Proben innerhalb einer Gruppe eine sehr hohe Ahnlichkeit
haben, die Gruppen untereinander allerdings sollten unterschiedliche Profile nachweisen.
Diese Ahnlichkeit wird mittels farblicher Kodierung dargestellt. Hierflir werden die Werte
mittels Z-Transformation standardisiert. Der Z-Wert ist dimensionslos und gibt an, um wie
viele Standardabweichungen das Signal einer Probe vom Mittelwert abweicht. Ist der
Wert negativ, so liegt das Signal der Probe unterhalb des Mittelwertes, in der Heatmap
wird dies mit blauer Farbe dargestellt. Bei positivem Z-Wert ist das gemessene Signal

starker und wird rot dargestellt.
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7.6.4 Gene Set Analysis

Genexpressionsanalysen durch Verwendung von Microarrays sind zu einem wichtigen
Instrument der genetischen Forschung geworden. Die Schwierigkeit liegt nicht mehr darin
die Daten herzustellen, sondern vielmehr in der Interpretation der groRen Datensatze.

Gene set analysis (GSA) ist ein weit verbreitetes Verfahren zur Analyse von Daten, die
auf Genexpressionsanalysen basieren. Der Fokus liegt auf ,Gene Sets®, also Gruppen
von Genen mit ahnlicher biologischen Funktion. Somit konnen fur eine spezifische
Fragestellung die dafir relevanten Gruppen von Genen (z.B.: Gene eines Pathways)
untersucht werden. GSA erfolgte in dieser Arbeit basierend auf der von Luo et al.
vorgestellten Methode. Das hierbei durchgefuhrte Verfahren wird GAGE (Generally
Applicable Gene-set Enrichment) genannt und ist fur unterschiedlich groRe Datensatze
geeignet. Im Vergleich zu den zwei haufigsten GSA Methoden (GSEA und PAGE) konnte
GAGE bessere Ergebnisse bezlglich der Identifizierung von statistisch und biologisch
relevanten regulatorischen Signalwegen erreichen (Luo et al., 2009). GSA hat gegenuber
der Untersuchung einiger ausgewahlten Gene einige Vorteile. Zwar kdnnen bei Fokus
auf spezifische Genen statistisch signifikante Unterschiede beschrieben werden,
allerdings konnen diese ohne den biologischen oder pathophysiologischen Kontext des
dazugehdrigen Signalweges einschliellich der beteiligten Gene nur eingeschrankt
interpretiert werden (Subramanian et al., 2005).

Die Analyse der Genexpression erfolgte anhand des Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG). Die Darstellung der Signalwege erfolgte mittels Pathview (verfigbar

Uber http://Pathview.r-forge.r-project.org/) (Luo and Brouwer, 2013).

Folgende immunologisch relevante Signalwege wurden untersucht:
- Antigenprozessierung und -prasentation
- B-Zell-Rezeptor Signalweg
- C-Typ-Lektin-Rezeptor Signalweg
- Chemokin Signalweg
- Fc epsilon RI Signalweg
- Fc gamma R vermittelte Phagozytose
- Hamatopoetische Zellreihe

- IL-17 Signalweg
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Intestinale IgA-Produktion

Komplementsystem und Gerinnungskaskade

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) vermittelte Zytotoxizitat
Nucleotide-binding oligomerization domaine (NOD) -like Rezeptor Signalweg
RIG-I-ahnlicher-Rezeptor Signalweg

T-Zell-Rezeptor Signalweg

Th1 und Th2 Differenzierung

Th17 Differenzierung

Toll-like-Rezeptor (TLR) Signalweg

Transendotheliale Leukozytenmigration
Tumornekrosefaktor (TNF) Signalweg

Erkennung zytosolischer DNA.
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8 Ergebnisse

8.1 Patientenkollektiv

Nach Ausschluss von vier Proben (siehe Abbildung 4) wurden 29 Proben anhand der
routinemalig durchgefuhrten histopathologischen Begutachtung in die Gruppen
phlegmondse (n=15) und gangrandse (n=14) Appendizitis aufgeteilt. Im Rahmen der
pathologischen Reevaluation durch eine spezialisierte Kinderpathologin wurden zwei
initial als phlegmonds beschriebene Praparate als gangrands klassifiziert. Dadurch
bestand die Gruppe der phlegmonésen Appendizitis aus 13 Patient*innen, die Gruppe
der gangrandsen Appendizitis aus 16 Patient*innen.

In die Studie eingeschlossenen
Patient*innen (n=33)

Proben mit
unzureichender
MRNA Qualitat (n=4)

A\ 4

\ 4

Proben (n=29)
|

Histologische
Erstbeurteilung

\ 4 VL

Phlegmonése Gangranése
Appendizitis (n=15) || Appendizitis (n=14)

Histologische
Reevaluation

A 4

Phlegmondse Gangranodse
Appendizitis (n=13) Appendizitis (n=16)

Abbildung 4 Ubersicht der eingeschlossenen Patient*innen (modifiziert nach Kiss et al., 2021)

Das Alter der eingeschlossenen Kinder und Jugendlichen betrug 7 bis 16 Jahre
(Mittelwert 11,3 + 2,6 Jahre). In der Gruppe der phlegmondsen Appendizitis lag das
mittlere Alter bei 11,5 £ 2,7 Jahren, in der Gruppe der gangranésen Appendizitis bei 11,1
+ 2,6 Jahren. Statistisch signifikante Unterschiede fanden sich nicht.
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Von den untersuchten Patient*innen waren 14 Kinder weiblich (48,3%) und 15 mannlich
(51,7%). In der Gruppe der phlegmondsen Appendizitis Uberwog das mannliche
Geschlecht (n=9; 69,2%), in der Gruppe der gangrandsen Appendizitis das weibliche
(n=10; 62,5%) ohne statistisch signifikante Unterschiede.

Die Zeit zwischen Symptombeginn und Blutentnahme in der Rettungsstelle lag bei 28,3
+ 16,6 Stunden. In der Gruppe der phlegmondsen Appendizitis lag die Dauer bei 24 +
12,8 Stunden (5 - 50,5 Stunden) und in der Gruppe der gangranésen Appendizitis bei
32,1 + 18,4 Stunden (9,5 — 80,5 Stunden). Hier bestand kein statistisch signifikanter
Unterschied.

Tabelle 4 Patientencharakterisierung. Alter in Jahren, Symptomdauer in Stunden. *Mittelwerte +
Standardabweichung (modifiziert nach Kiss et al., 2021)

Alle Phlegmonése Gangranoése
Patient*innen Appendizitis Appendizitis
(n=29) (n=13) (n=16)
Alter* 11,3+ 2,6 11,56+£27 11,1+£2,6
Geschlecht
Weiblich 14 (48%) 4 (31%) 10 (62,5%)
Mannlich 15 (52%) 9 (69%) 6 (37,5%)
Symptomdauer bis
Probengewinnung* 28,3+ 16,6 24 £12,8 321+18,4

8.2 Laborparameter

Die Laborwerte der eingeschlossenen Patient*innen sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
Bei einem Kind aus der Gruppe der phlegmondsen Appendizitis erfolgte lediglich die
Bestimmung des kleinen  Blutbildes ohne  differentielle = Angabe  der
Leukozytenpopulationen.

Das CRP war insgesamt mit 49,72 mg/l + 51,51 mg/dl bei einem Normwert von <5 mg/I
deutlich erhoht. Patient*innen mit gangréandser Appendizitis hatten mit 71,4 mg/l £ 58,81
mg/dl im Vergleich zu 23,05 mg/l £ 19,26 mg/dl bei phlegmondser Appendizitis einen
signifikant hdheren CRP-Wert (p=0,007). Statistische Signifikanz zeigte sich zudem bei
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der Untersuchung der eosinophilen Granulozyten. Mit einem p-Wert von 0,048 waren die

Eosinophilen bei Patient*innen mit phlegmondser Appendizitis signifikant hoher als bei

Kindern und Jugendlichen mit gangranoser Appendizitis. Die Leukozyten aller

Patient*innen war im Mittel mit 16,97/nl £ 4,65/nl, die neutrophilen Granulozyten mit

14,04/nl £ 4,88/nl erhdht. Diese Werte waren im Vergleich der Gruppen bei Patient*innen

mit gangranoser Appendizitis hoher, wobei die jeweiligen Unterschiede keine statistische

Signifikanz zeigten (p=0,101 bzw. p=0,1).

Tabelle 5 Laborwerte bei Patient*innen mit akuter Appendizitis. Mittelwerte =+
Standardabweichung.
Alle Phlegmondése Gangrianose
Patient*innen  Appendizitis  Appendizitis p-Wert
(n=29) (n=13) (n=16)

CRP [mg/l] 49,72 (+,51,51) 23,05 (+19,26) 71,4 (£58,81) 0,007
Leukozyten [/nl] 16,97 (+4,65) 15,38 (+4,86) 18,26 (+4,03) 0,101
Neutrophile Granulozyten [/nl] 14,04 (+4,88) 12,31 (15,15) 15,34 (1+4,23) 0,1
Unreife Granulozyten [/nl] 0,09 (+0,06) 0,08 (+0,05) 0,11 (x0,06) 0,209
Lymphozyten [/nl] 1,56 (+0,75) 1,63 (£0,74) 1,51 (£0,76) 0,545
Monozyten [/nl] 1,15 (0,47) 1,07 (£0,54) 1,21 (x0,39) 0,174
Eosinophile Granulozyten [/nl] 0,7 (£0,15) 0,08 (+0,10) 0,06 (+0,18) 0,048
Basophile Granulozyten [/nl] 0,05 (+0,04) 0,04 (+0,02) 0,06 (+0,05) 0,756
Erythrozyten [/pl] 4,81 (x0,45) 4,87 (£0,41) 4,76 (£0,47) 0,379
Thrombozyten [/nl] 294,72 (¢64,5) 285,62 (+75,35) 302,13 (£52,97) 0, 429

8.3 Genexpressionsanalyse

Zur Sicherstellung der Qualitat und Reinheit der Proben erfolgte die Untersuchung mittels

Bioanalyzer (siehe exemplarisch Abbildung 5). Hier ist ein erster Peak zu sehen, welcher

als Kontrolle gilt und den Marker darstellt. Zudem sind zwei Peaks bei den 18S und 28S

Untereinheiten. Aufgrund mangelnder RNA-Qualitat (RIN-Wert <8) wurden vier Proben

37



Ergebnisse

nicht weiterverarbeitet (sieche Abb. 4), alle weiterverarbeiteten Proben hatten
dementsprechend einen RIN-Wert von =8.
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Abbildung 5 Qualitatskontrolle durch Bioanalyzer.

Zudem erfolgte zur Qualitdtssicherung die Darstellung der Signalstarke der
Genexpression einzelner Proben vor der Normalisierung. Zur Visualisierung wurden
Boxplots erstellt (siehe Abbildung 6). Auf der x-Achse sind die einzelnen Proben mit der
jeweiligen Probennummer, sowie der Zugehorigkeit der Gruppen zu sehen (GrA vs. GrB).
Links (blau markiert) sind die Proben aus ,Gruppe A“ also die von Patient*innen mit
phlegmondser Appendizitis zu sehen. Rechts (orange) sind diejenigen aus ,Gruppe B,
also die Patient*innen mit gangrandser Appendizitis. Auf der y-Achse sind die zur
besseren Darstellung und Vergleichbarkeit logarithmierte Signale aufgezeichnet. Es ist
eine sehr ahnliche Verteilung der einzelnen Proben zu sehen, sodass angenommen
werden kann, dass sie eine ahnliche und gute Qualitat haben und somit die jeweiligen
Ergebnisse miteinander vergleichbar sind.
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Abbildung 6 Boxplot.

Untersucht wurden insgesamt 56 666 kodierende sowie nicht-kodierende RNA-Molekdle.
Hierbei zeigte sich bei 3594, also 6,3% der untersuchten RNA eine signifikant
unterschiedliche Expression zwischen den beiden Gruppen. Proben von Patient*innen
mit phlegmondéser Appendizitis wurden in Gruppe A, von Patient*innen mit gangrandser
Appendizitis in Gruppe B aufgeteilt. Die Rohdaten wurden veroffentlicht und sind Uber

https://osf.io/xwnr3/ frei zuganglich.

Zur besseren Interpretation der Datenmenge erfolgte eine systematische Einordnung der
Gene in Signalkaskaden mittels Pathway-Analyse, um die im Rahmen dieser
Fragestellung relevanten Gene zu identifizieren und die jeweiligen Ergebnisse deuten zu

konnen.

Es wurde ein Histogramm zur Darstellung der Verteilung der entsprechenden p-Werte
erstellt (Abbildung 7). Hierbei zeigt sich eine linkssteile Verteilung in Richtung niedriger
p-Werte.
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Abbildung 7 Histogramm mit statistischer Verteilung der fir die einzelnen Gene berechneten p-
Werte bei phlegmondser vs. gangranoser Appendizitis.

8.3.1 Top 100 differentiell exprimierte Gene

Es erfolgte zunachst die Identifizierung von 100 RNA-Molekulen bzw. den dazugehdrigen
Genen, die zwischen den Gruppen der phlegmondser und gangrandser Appendizitis
basierend auf den p-Werten den grofRten Unterschied in der Expression zeigten. Die
Darstellung dieser Gene erfolgte durch die Erstellung einer Heatmap. Anhand des
Dendrogramms (Abbildung 8) ist zu sehen, dass die dargestellten Gene zwei Cluster
bilden. Das eine Cluster entspricht hochregulierten Genen bei Patient*innen mit
phlegmondser Appendizitis, das andere stellt Gene mit Uberexpression in der Gruppe
der gangrandsen Appendizitis dar.
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Abbildung 8 Heatmap der Top 100 differentiell exprimierten Gene. Oberhalb der Markierung:
Uberexpression bei Patient*innen mit phlegmonéser Appendizitis (GrA); unterhalb der
Markierung: Uberexpression bei Patient*innen mit gangrandser Appendizitis (GrB).

8.3.2 Analyse der immunologisch relevanten Gene

Es erfolgte eine Analyse der signifikant hochregulierten Gene anhand von

immunologischen Signalwegen.

In Abbildung 9 sind selektiv die Gene dargestellt, die anhand der immunologischen
Pathways signifikante Unterschiede in der Expression zwischen den Gruppen der
phlegmondsen und gangrandsen Appendizitis zeigten. Anhand des Dendrogramms ist
die Clusterbildung zu erkennen. Hierbei fallt auf, dass Proben einer Gruppe ein ahnliches
Genexpressionsprofil aufweisen und Cluster bilden.

41



Ergebnisse

)
90
0 R TR
33 16 00 16 3.3
Z-score

S E— L -

count

p<0,05

Phlegmonése
Appendizitis
.

Gangranése
Appendizitis

p<0,05

Abbildung 9 Heatmap - Darstellung der immunologisch relevanten Gene basierend auf den p-
Werten. Oberhalb der Markierung: Uberexpression bei Patient*innen mit phlegmonéser
Appendizitis (GrA); unterhalb der Markierung: Uberexpression bei Patient*innen mit gangrandser
Appendizitis (GrB) (modifiziert nach Kiss et al., 2021).

8.3.3 Genexpressionsprofil der phlegmondsen Appendizitis

In Tabelle 6 und 7 sind spezifisch immunfunktionelle Gene, die bei phlegmondser
gegenuber gangranoser Appendizitis hochreguliert waren, zusammengefasst. Sie
kodieren fur verschiedene Anteile des T-Zell-Rezeptors (TCR) bzw. des T-Zell-Rezeptor-
Komplexes. Besondere Expressionsunterschiede konnten bei den TCR-Untereinheiten
a12-1, a19, a35, a41, p11-1, p11-3, p5-5, 5-6, p7-4 und B7-7 gezeigt werden.
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Tabelle 6 Zusammenfassung der Gene, die fur Proteine des TCR-Komplexes kodieren und in
der Gruppe der phlegmondsen Appendizitis signifikant hdher exprimiert sind (p<0,05). *Gene, die

zu den Top 100 differentiell exprimierten Genen gehdren (modifiziert nach Kiss et al., 2021).

Gen Protein p-Wert
ENST00000390423 T cell receptor alpha variable 1-2 0,016
ENST00000390432 T cell receptor alpha variable 10 0,026
ENST00000390433 T cell receptor alpha variable 12-1* 0,007
ENST00000390437 T cell receptor alpha variable 12-2 0,032
ENST00000390444 T cell receptor alpha variable 16 0,018
ENST00000390445 T cell receptor alpha variable 17 0,044
ENST00000390447 T cell receptor alpha variable 19* 0,004
ENST00000390424 T cell receptor alpha variable 2 0,021
ENST00000390450 T cell receptor alpha variable 22 0,042
ENST00000390451 T cell receptor alpha variable 23/delta variable 6 0,021
ENST00000390453 T cell receptor alpha variable 24 0,019
ENST00000390455 T cell receptor alpha variable 26-1 0,048
ENST00000390462 T cell receptor alpha variable 35* 0,006
ENST00000390465 T cell receptor alpha variable 38-2/delta variable 8 0,028
ENST00000390468 T cell receptor alpha variable 41* 0,003
ENST00000390443 T cell receptor alpha variable 8-6 0,042
ENST00000390367 T cell receptor beta variable 11-1* 0,002
ENST00000611787 T cell receptor beta variable 11-3* 0,003
ENST00000617639 T cell receptor beta variable 14 0,045
ENST00000616518 T cell receptor beta variable 15 0,019
ENST00000611520 T cell receptor beta variable 18 0,022
ENST00000455382 T cell receptor beta variable 2 0,012
ENST00000422143 T cell receptor beta variable 29-1 0,036
ENST00000390387 T cell receptor beta variable 3-1 0,019
ENST00000390392 T cell receptor beta variable 4-2 0,013
ENST00000390372 T cell receptor beta variable 5-5* 0,002
ENST00000390375 T cell receptor beta variable 5-6 * <0,001
AB306238 T cell receptor beta variable 6 0,013
ENST00000390368 T cell receptor beta variable 6-5 0,024
ENSTO00000390371 T cell receptor beta variable 6-6 0,015
ENST00000390376 T cell receptor beta variable 6-8* 0,003
ENST00000390369 T cell receptor beta variable 7-4* 0,008
ENST00000390377 T cell receptor beta variable 7-7 * <0,001
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Die T-Zell Marker CD2 (p=0,027), CD40L (p=0,003) sowie CD3E (p=0,021) und CD3G
(p=0,02) waren signifikant hochreguliert. Ebenso waren an der T-Zell-Differenzierung
beteiligtes ITK (IL-2 inducible T-cell kinase, p=0,023) und NFATC3 (nuclear factor of
activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 3, p=0,045) Uberexprimiert.

Des Weiteren konnte im Vergleich zu den Patient*innen mit gangrandser Appendizitis
eine vermehrte Expression der B-Zell-Marker CD72 (p=0,023), CD79 (p=0,004), CD23
(p=0,01) und CD24 (p=0,021) gezeigt werden. NF-kB-inducing kinase (NIK; p=0,029),
RNA Polymerase Il (Pol-Ill; p=0,037), Tumor necrosis factor receptor-associated factor
1 (TRAF1, p=0,042) und Interleukin-23 (p=0,027) sowie die human leukocyte antigen
(HLA) Molekile HLA-DR (p=0,043), HLA-F (p=0,024) und HLA-DOB (p=0,017) wurden

ebenso vermehrt exprimiert.

Tabelle 7 Zusammenfassung der in der Gruppe der phlegmondsen Appendizitis signifikant
hochregulierten Gene (p<0,05). *Gene, die zu den Top 100 differentiell exprimierten Genen
gehdren. PA: phlegmondse Appendizitis, GA: gangrandse Appendizitis (modifiziert nach Kiss et
al., 2021).

Gen Signal PA Signal GA p-Wert
T-Zelle
CD2 714 716 303 581 0,027
Ccbh4oL* 444 146 250 334 0,003
CD3E 224 489 121 105 0,021
CD3G* 32 329 10 429 0,002
ITK 442 787 232 313 0,023
NFATC3 81 689 47 903 0,045
B-Zelle
CD72 47 388 26 991 0,023
CD79* 4383 957 3148 032 0,004
CD23 582 241 275 625 0,010
CD24 143 940 86 878 0,021
TRAF 1 147 047 92 617 0,042
NIK 149 733 83 237 0,029
Pol-Ill 65 737 42 029 0,037
Interleukin 23 73 747 30 069 0,027
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8.3.4 Genexpressionsmuster der gangrandsen Appendizitis

Bei Patient*innen mit gangrandser Appendizitis konnte im Vergleich zu denen mit
phlegmonoser Appendizitis eine Hochregulierung von verschiedenen Genen gezeigt
werden, diese sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

So war suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3, p=0,010) signifikant hochreguliert.
Schlusselmolekille des Toll-like Rezeptor (TLR) Pathways TLR5 (p=0,011), TLR9
(p=0,022), Interleukin-1 Rezeptor (IL-1R) assoziierte Kinase 4 (IRAK4, p=0,03) und
Tumor progression locus 2 (Tpl2/COT, p=0,037) sowie NLR family pyrin domain
containing 3 (NLRP3, p=0,034), NLRP6 (p=0,011), NLR Family CARD Domain
Containing 4 (NLRC4, 0,026) und Cathelicidin (p=0,05) als relevante Molekile des
Nucleotide-binding oligomerization domaine (NOD) like Rezeptor Signalweges waren
signifikant Uberexprimiert. Die Genexpression des Oberflachenmolekils CD36 (p=0,023)
zeigte ebenso eine erhdhte Expression wie CD11b/ITGAM (p=0,029), CD64 (Fc-y
Rezeptor 1, FcyRI, p=0,022) und CD16b (p=0,032). CD55 (p=0,032), CD35 (p=0,022)
sowie Komplementfaktor C9 (p=0,032) waren ebenso hochreguliert.

In der Gruppe der gangrandsen Appendizitis wurden IL-17A (p=0,048) und die fir den IL-
17-Pathway relevanten Molekile LCN2 (Lipocalin 2, p=0,023) sowie IL-27 (p=0,032) als
signifikant Uberexprimiert identifiziert.
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Tabelle 8 Zusammenfassung der bei gangrandser Appendizitis signifikant hochregulierten,
immunologisch relevanten Gene (p<0,05). PA: phlegmondse Appendizitis, GA: gangrantse
Appendizitis (modifiziert nach Kiss et al., 2021).

Gen Signal PA  Signal GA p-Wert
Toll-like Rezeptor Signalweg
TLR5 753 766 1134 183 0,011
TLR9 116 484 134 197 0,022
IRAK4 260 254 327 357 0,030
Tpl2 187 580 323 624 0,037
NOD-like Rezeptor Signalweg
NLRP3 135 239 187 848 0,034
NLRC4 100 240 147 962 0,026
NLRP6 138 765 166 789 0,011
Cathelicidin 29170 36 738 0,050
Polymorphkernige neutrophile Granulozyten
CD11b/ITGAM 32 351 409 037 0,029
CD64 1048 320 1678 352 0,022
CD16b 65 143 127 038 0,032
Komplementkaskade
C9 68 305 86 590 0,032
CD55 /DAF 1120 581 1540 447 0,032
CD35 /CR1 437 213 658 476 0,022
IL-17-Signalweg
IL-17A 195978 251080 0,048
LCN2 162 187 275992 0,023
IL-27 82 570 96 370 0,032
CD36 2159 126 3045 863 0,023
SOCS3 1211 660 2365 561 0,010

8.3.5 Expression unspezifischer Gene

In der Pathwayanalyse wurden einige Expressionsunterschiede von Genen mit
unspezifischen und vielfaltigen zellphysiologischen Funktionen gefunden, bei denen
keine eindeutige Zuordnung zu definierten inflammatorischen und immunologischen
Prozessen moglich war. Diese werden in Tabelle 9 hinsichtlich ihrer Funktionen
charakterisiert.
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Tabelle 9 Signifikant unterschiedlich exprimierte Gene mit unspezifischer Funktion.

AC

AP-1

Cbl (B)

CDK4

cGAS
cPLA2

EPAC

F2
F2RL2,F2RL3/
PARS, PAR4

FLT3L

HIF-1
MAML1

MARCKS

p38-MAPK

PIP5K

PIR-B

PLD1

RhoH

Tm/Cd141

P130Cas/BCAR1

Adenylatzyklase

Activator protein 1

Casitas B-
lineage Lymphoma

Cyclin dependent kinase 4

Cyclic GMP-AMP synthase
Cytosolic phospholipase A2

Exchange proteins directly
activated by cAMP
Thrombin

Coagulation factor Il
(thrombin) receptor-like 2/3
Fms-related tyrosine kinase
3 ligand

Hypoxia-inducible factor 1
Mastermind like
transcriptional coactivator 1
Myristoylated alanine-rich C-

kinase substrate

Breast cancer anti-estrogen

resistance protein 1

p38- mitogenaktivierte
Proteinkinase
Phosphatidylinositol-4-
phosphate 5-kinase

Paired immunoglobulin-like
receptor B

Phospholipase D1

Ras homolog family member
H

Thrombomodulin

cAMP-assoziierte Prozesse (Halls and Cooper,
2017)

Zellproliferation und -differenzierung, Apoptose
(Shaulian and Karin, 2002)

Angeborene Immunantwort, Tumorentstehung
(Tang, Langdon and Zhang, 2019)

Reguliert den Zellzyklus (Romero-Pozuelo et al.,
2020)

Synthese von cGAMP (Sun et al., 2013)
Phospholipid Stoffwechsel, Signaltransduktion
(Murakami et al., 2017)

cAMP Effektor (Robichaux and Cheng, 2018)

Hamostase (Loghmani and Conway, 2018)
Thrombin-Rezeptor auf Thrombozyten
(Hanzelmann et al., 2015)

Zellproliferation, Differenzierung hamatopoetischer
Zellen (Kazi and Ronnstrand, 2019)

Verfligbarkeit von Sauerstoff (Semenza, 2001)
Reguliert den Notch-Signalweg (Jin et al., 2010)

Ubiquitares Vorkommen, postnatale Anpassung,
Entwicklung des Nervensystems (EI Amri,
Fitzgerald and Schlosser, 2018)

Ubiquitares Vorkommen, Remodeling des
Zytoskeletts, Zellmotilitat (Matsui, Harada and
Sawada, 2012)

Aktivierung durch externe Stimuli,
Zelldifferenzierung und Apoptose

Second messenger einer Grof3zahl von zellularen
Prozessen (Khadka and Gupta, 2019)
Hemmender Ig-ahnlicher Rezeptor (Munitz et al.,
2010)

Hydrolysiert Phospholipide, intrazellulare
Signaltransduktion (Selvy et al., 2011)
Vorkommen in hamatopoetischen Zellen, hemmt
Zellwachstum (Li et al., 2002)

Hamostase (Loghmani and Conway, 2018)

47




Diskussion

9 Diskussion

Obwohl die akute Appendizitis ein sehr haufiges Krankheitsbild darstellt, ist ihre Ursache
weitgehend unbekannt. Die meisten Theorien bezuglich der Pathophysiologie basieren
auf der Annahme, dass es im Rahmen einer mechanischen Obstruktion im Lumen der
Appendix zu einer lokalen Entzindung kommt. Gegen diese Annahme spricht jedoch,
dass in bis zu 27% aller Autopsien Appendikolithen ohne Zeichen einer Inflammation der
Appendix nachzuweisen sind (Andreou, Blain and du Boulay, 1990). Demgegenlber
existieren tierexperimentelle Untersuchungen im Kaninchenmodell, die eine intraluminale
Druckerhohung tatsachlich als Ursache fur die Appendizitis moglich erscheinen lassen
(Pieper, Kager and Tidefeldt, 1982). Allerdings sind sowohl der Lumendurchmesser, als
auch die Lange der Appendix bei Kaninchen 3-5 Mal groRer, als die mittleren
korrespondierenden Messwerte beim menschlichen Wurmfortsatz. Somit ist die
Ubertragbarkeit auf den menschlichen Organismus fraglich (Smith et al., 2009).

Die Theorie, dass sich die akute Appendizitis unbehandelt zwangslaufig zu einer
komplizierten Appendizitis weiterentwickelt und eine Perforation zur Folge hat, wurde
1994 von Andersson et al. in Frage gestellt. Diese Schlussfolgerung beruht auf den
Ergebnissen einer retrospektiven Untersuchung von 56 172 Patient*innen, die bei
Verdacht auf akute Appendizitis operiert wurden. Die Inzidenz der nicht perforierenden
Appendizitis ist um 27% gefallen, wobei die der perforierenden Appendizitis stabil blieb.
Dabei zeigte sich bei der nicht-perforierenden Appendizitis eine Abhangigkeit von der
diagnostischen Genauigkeit und der Rate der im gleichen Zeitraum durchgeflhrten
Appendektomien mit unauffalligen histopathologischen Befunden
(Negativappendektomien). Die Inzidenz einer Perforation zeigte keinen Zusammenhang
mit der Anzahl der insgesamt durchgeflihrten Laparotomien (Andersson et al., 1994).

Die Annahme, dass beide Entitaten auf voneinander unabhangigen
pathophysiologischen Grundlagen basieren, wird auch durch die Arbeit von Livingston et
al. aus dem Jahr 2007 gestutzt. lhre retrospektive Kohortenstudie zeigte, dass sich von
1970 bis 2004 die Inzidenz der beiden Entitaten scheinbar unabhangig voneinander
veranderte. Wahrend die Rate der perforierenden Appendizitis stetig zunahm, zeigte sich
bei der nicht perforierenden Appendizitis ein U-formiger Kurvenverlauf mit bis 1995

sinkender Inzidenz, gefolgt von einer Zunahme (Livingston et al., 2007).

48



Diskussion

Andersson et al. haben eine hohe Rate an Spontanheilung beschrieben, Cobben et al.
geben die Zahl der spontanen Heilung einer Appendizitis mit 8% an (Cobben, De Mol
Van Otterloo and Puylaert, 2000; Andersson, 2007).

Unterschiedliche therapeutische Optionen fur die Arten der Appendizitis haben sich in
den letzten Jahren herausgebildet. So haben zahlreiche Studien die konservative
Therapie bei nicht perforierender Appendizitis bei erwachsenen Patient*innen untersucht
und gezeigt, dass eine rein antibiotische Therapie sicher und effektiv ist (Hansson et al.,
2009; Vons et al., 2011). Hierdurch werden Komplikationen, die eine Appendektomie zur
Folge haben kann, vermieden. Dazu zahlen neben dem allgemeinen Narkoserisiko

operative Komplikationen wie Infektion, Hohlorganperforation und Bridenbildung.

Die erste diesbezugliche Forschungsarbeit im Kindes- und Jugendalter wurde 2015 von
Svensson et al. publiziert. Sie haben mit ihrer randomisiert kontrollierten Studie erstmalig
Kinder mit akuter nicht perforierender Appendizitis ohne operative Therapie untersucht.
Es erfolgte die Randomisierung von 50 Kindern und Jugendlichen im Alter von 5-15
Jahren mit akuter Appendizitis in die Gruppen ,Appendektomie“ (n=26) und ,konservative
Therapie® (n=24). Das konservative Therapieregimen umfasste eine intravendse
antibiotische Therapie, die im Verlauf oralisiert wurde. Von den 24 untersuchten
Patient*innen kam es bei 22 Kindern zur klinischen Besserung, sodass keine Intervention
erforderlich war. Ein Patient wurde am zweiten Tag der Antibiotikatherapie bei Ausbleiben
einer klinischen Besserung operiert. Ein weiterer Patient wurde am 9. Tag des
Therapieprotokolls bei erneut  auftretenden abdominellen Beschwerden
appendektomiert. Somit wurde erstmalig die Durchfuhrbarkeit der antibiotischen
Therapie bei nicht perforierender Erkrankung auch bei padiatrischen Patient*innen
gezeigt (Svensson et al., 2015). Im Rahmen des 5-Jahres Follow-up dieser Untersuchung
wurden 11 Kinder bei Verdacht auf eine Appendizitis operiert, wobei lediglich bei 4
Kindern (17%) eine histologisch gesicherte Inflammation der Appendix nachgewiesen
wurde. In dem untersuchten Zeitraum wurden 13 der initial konservativ behandelten
Patient*innen (54%) nicht appendektomiert (Patkova et al., 2020).

In einer anderen Follow-up Untersuchung nach rein antibiotischer Therapie bei nicht
perforierender Appendizitis im Kindes- und Jugendalter (7 bis 17 Jahre) wurden 47
Patient*innen 5 Jahre nach der initialen Vorstellung befragt. 33 Patient*innen wurden in
diesem Zeitraum nicht appendektomiert. Vier Kinder wurden als ,non-responders”
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beschrieben und innerhalb der ersten sieben Tage nach Beginn der antibiotischen
Therapie operiert. Zehn Patient*innen wurden im weiteren Verlauf appendektomiert,
wobei lediglich in einem Fall eine histopathologisch gangrandse Appendizitis
diagnostiziert wurde. In den anderen Fallen konnte eine phlegmondse (n=7) Appendizitis,
eine nicht entziindete Appendix (n=2) sowie eine chronische Inflammation mit Fibrose

(n=1) gezeigt werden (Knaapen et al., 2021).

Neben den aufgezeigten Studien zeigte sich die konservative Therapie in weiteren
Forschungsarbeiten als erfolgreich (Hartwich et al., 2016; Hall and Eaton, 2018). GrolRe
multizentrische RCTs zur Untersuchung der konservativen Therapie bei akuter
Appendizitis sind in Planung, einige Studienprotokolle wurden bereits verdffentlicht (Hall
et al., 2017; Vanhatalo et al., 2019).

Die Problematik der pratherapeutischen Beurteilung der inflammatorischen Entitaten wird
auch anhand der genannten Studien verdeutlicht. So wird etwa bei konservativer
Behandlung aufgrund fehlender histopathologischer Befunde haufig von nicht
perforierender bzw. perforierender Appendizitis gesprochen. Die praoperative
Diagnostik, insbesondere der bildgebenden Verfahren, lasst keine genaue
Differenzierung zu. In einer retrospektiven Untersuchung bei Patient*innen mit akuter
Appendizitis aus der Klinik fur Kinderchirurgie der Charité — Universitatsmedizin Berlin
konnte Uber einen Zeitraum von zehn Jahren aufgrund der histopathologischen
Untersuchung in 9,8% der Falle eine nicht perforierende, gangrandse Appendizitis
nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu zeigte sich in 56% der Falle eine phlegmondse
Appendizitis (Rawolle et al., 2019). Die nicht perforierende, gangranése Appendizitis
scheint gegenuber der phlegmondsen Appendizitis einen relativ geringen Anteil
auszumachen, sodass sie im Rahmen der Auswertung weiterer Parameter entsprechend
deutlich weniger ins Gewicht fallt. Hier zeigt die Entwicklung der Arbeiten der
Forschungsgruppe um Roland Andersson und Marie Rubér mit anfanglichen
epidemiologischen und schlielich immunologischen Untersuchungen an Patient*innen
mit vorliegenden histopathologischen Befunden nach Appendektomie, dass sich die
wesentlichen pathophysiologischen Unterschiede allesamt auf der Ebene der nicht
nekrotisierenden phlegmondsen gegenuber der nekrotisierenden gangrandsen
Appendizitis finden (Andersson et al., 1994; Rubér, 2012). Die in der vorliegenden Arbeit
prasentierten Genexpressionsdaten bestatigen diese immunologischen Untersuchungen
auf einer weiteren Ebene. Kompatibel mit diesen pathophysiologischen Erkenntnissen
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finden sich ab Vorhandensein einer Gangran bzw. mit dem Auftreten transmuraler
nekrotischer Veranderungen der Appendix deutliche Assoziationen mit klinisch
komplizierten Verlaufen (Romano et al., 2014; Imaoka et al., 2016). Das relevante
Kriterium ist demnach nicht die (resultierende) Perforation, sondern die (vorausgehende)

Gangran bzw. transmurale Nekrose.

9.1 Labor

Die in der Literatur beschriebenen Unterschiede von CRP, Leukozyten und Neutrophilen
bei phlegmondser und gangranodser Appendizitis spiegeln sich auch in dem untersuchten
Patientenkollektiv wieder (Yang et al., 2019). Das CRP ist mit p=0,007 bei Patient*innen
mit gangranoser Appendizitis statistisch signifikant hoher, als bei Kindern mit
phlegmondser Appendizitis. Die Leukozyten sowie neutrophilen Granulozyten sind
ebenfalls erhoht, allerdings bei kleiner StichprobengroRe ohne statistische Signifikanz.

Minderjahn et al. haben eine Basophilie und Eosinophilie bei phlegmondser Appendizitis
beschrieben, allerdings ohne Uber- oder Unterschreiten der jeweiligen Normwerte der
Zelltypen (Minderjahn et al., 2018). Tatsachlich zeigte sich auch bei den in der
vorliegenden Studie untersuchten Patient*innen ein im Mittel signifikant erhdhter Wert fur
die eosinophilen Granulozyten in der Gruppe der phlegmondsen Appendizitis. Es fand
sich  allerdings keine entsprechende Korrelation in der vorliegenden
Genexpressionsanalyse. Dies kann theoretisch durch die begrenzte Patientenzahl
begrindet sein, moglicherweise ist die Erklarung jedoch auf einer
expressionsunabhangigen Ebene zu finden: Im Rahmen inflammatorischer Prozesse
kommt es grundsatzlich zu Veranderungen in der Verteilung der verschiedenen
Granulozytenpopulationen im Gewebe, zu Veranderungen der Uberlebenszeit und zur
Induktion apoptotischer Vorgange bei den unterschiedlichen Granulozytenformen
(Geering et al., 2013). Daher lasst sich der statistische Unterschied bei den eosinophilen
Granulozyten moglicherweise gar nicht durch die erhdohte Produktion mit einer
entsprechend veranderten Genexpression erklaren, sondern stellt womaoglich lediglich
ein Verteilungsphanomen dar.
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9.2 Genexpression

Zwischen den Gruppen der phlegmondsen und gangrandsen Appendizitis fanden sich

bei 6,3% der untersuchten Gene signifikante Unterschiede in der Expression.

Insgesamt zeigten viele der untersuchten Gene unterschiedliche Expressionssignale,
allerdings ohne statistische Signifikanz. Der im entsprechenden Histogramm dargestellte
Linksshift spricht dafur, dass mit einer hheren Anzahl von Proben und somit grof3erem

Datensatz moglicherweise zusatzliche Schlusselgene hatten identifiziert werden konnen.

Die in Tabelle 9 zusammengefassten Gene zeigen sehr vielfaltige und unspezifische
Funktionen, wobei die Relevanz dieser Gene und der dazugehdrigen Proteine im

Rahmen dieser Untersuchung nicht genauer einzuordnen war.

9.2.1 Expressionsprofil der phlegmondsen Appendizitis

Anhand der erhobenen Daten spielen bei Patient*innen mit phlegmondéser Appendizitis
im Vergleich zu der Gruppe der gangranosen Appendizitis eine Vielzahl der identifizierten
Gene eine wichtige Rolle in der B- und T-Zell Interaktion und somit in der Aktivierung und
Regulierung des erworbenen Immunsystems. Die B-/T-Zell vermittelte Immunantwort
basiert auf der Interaktion zwischen dem TCR und einem durch ein MHC-Molekul
prasentiertes Peptid. Fur die adaquate Aktivierung der immunmodulatorischen
Mechanismen ist zudem eine Grof3zahl an co-stimulatorischen Molekulen erforderlich
(Courtney, Lo and Weiss, 2018).

Bei den untersuchten Patient*innen mit phlegmondéser Appendizitis konnte eine erhdhte
Genexpression von MHC und TCR-assoziierten Molekulen gezeigt werden. MHC werden
beim Menschen auch als human leukocyte antigen (HLA) bezeichnet und kénnen in zwei
Klassen eingeteilt werden, MHC-I und MHC-Il. Wahrend MHC-I auf nahezu allen
Korperzellen exprimiert wird, werden MHC-II Rezeptoren lediglich auf Immunzellen, wie
zum Beispiel antigenprasentierenden Zellen (antigen presenting cell, APC), B-Zellen
oder Makrophagen exprimiert. Sie prasentieren Fragmente von intrazellularen Proteinen,
die durch Proteasen gespalten werden. Im Falle einer durch Bakterien oder Viren
infizierten Zelle werden somit auch mikrobielle Peptidfragmente prasentiert. CD8+ Zellen
erkennen den MHC-I Komplex, MHC-Il wird von CD4+ Zellen erkannt (Wieczorek et al.,
2017). Die MHC-II-Molekile HLA-DR und HLA-DOB zeigten eine erhdhte Expression bei
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phlegmondser Appendizitis. Zur Erkennung und Bindung eines Antigens, das von einer
B-Zelle oder anderen APCs prasentiert wird, ist der T-Zell-Rezeptor erforderlich, der aus
zwei transmembranen Polypeptidketten besteht. Die Untereinheiten TCRa und TCRp
bilden ein Heterodimer und kdnnen somit die von MHC-Molekulen prasentierten Antigene
erkennen und binden. Eine weitaus seltenere Form des TCR besteht aus y- und &-
Untereinheiten (Courtney, Lo and Weiss, 2018). In der Gruppe der phlegmondésen
Appendizitis kodierten 10% der Uberexprimierten immunologisch relevanten Gene fir -
und B-Untereinheiten des TCR. Elf der fir TCR kodierenden Gene gehorten dabei zu den
,1op 100" in Bezug auf die Gesamtheit der signifikant hochregulierten Genen. Der TCR
bildet mit CD3 den so genannten TCR-Komplex, wobei CD3 lediglich der
Signaltransduktion dient und nicht der Antigenerkennung bzw. -bindung.
Zusammenfassend lasst sich anhand der vorgestellten Ergebnisse die phlegmondse
Appendizitis durch die Interaktion von MHC-Molekulen mit dem T-Zell-Rezeptor-Komplex

und somit durch Aktivierung des erworbenen Immunsystems charakterisieren.

HLA-F zeigte eine Hochregulierung bei phlegmonoser Appendizitis. Es gehort zur Gruppe
der nicht-klassischen MHC-I Molekule und initiiert durch Interaktion mit dem NK-Zell-
Rezeptor eine antivirale Immunantwort (HO et al., 2019). Dies spricht fir die Moglichkeit
einer antiviralen Reaktion bei phlegmondser Appendizitis.

Die IL-2 inducible T-cell kinase (ITK) gehort zur Familie der so genannten TEC-Kinasen,
die von T-Zellen exprimiert werden. Bei Stimulation des TCR bewirkt ITK durch
Reorganisation des Zytoskeletts und dementsprechend veranderter Zellpolaritat die
Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen (Schwartzberg, Finkelstein and Readinger,
2005). Der Transkriptionsfaktor NFATC3 reguliert fir T-Zellen spezifische Chemokine
(Lee, Kim and Choi, 2018). Somit zeigte sich anhand der Expression von ITK und NFAT
eine fur aktivierte T-Zellen typisches Signal.

CD40L (oder CD154), CD2, ITK, TRAF und NFAT gehéren bei den untersuchten
Patient*innen mit phlegmondéser Appendizitis zu den hochregulierten Genen. CD40L ist
ein von aktivierten T-Zellen exprimiertes Protein, welches die Aktivierung und
Proliferation von B-Zellen induziert. Dies geschieht, indem CD40L von auf B-Zellen
exprimiertem CD40 erkannt und gebunden wird. CD40 gehort zur tumor necrosis factor
receptor (TNFR) Superfamilie. Die zytoplasmatische Domane besitzt keine eigene
Kinase-Aktivitat, sodass die Initiierung der Signalkaskade an andere intrazellulare
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Molekile gebunden ist. Proteine der TRAF-Familie (tumor necrosis factor receptor-
associated factors, TRAF) spielen dabei eine Schlisselrolle (Bishop et al., 2007; Xie et
al., 2008). SchlieRlich kommt es durch die Aktivierung von NIK (NF-kB-inducing kinase)
zur Stimulation des NF-«B-Signalweges (Matsumoto et al., 2002). Diese Interaktion spielt
eine wesentliche Rolle in der T-Zell abhangigen B-Zell-Aktivierung. Es kommt zu einer
Proliferation der B-Zellen sowie zur Produktion von Zytokinen und Chemokinen (Elgueta
et al., 2009). Der T-Zell-Marker CD2 wurde als co-stimulatorischer Rezeptor fir die B-
Zell-Aktivierung beschrieben (Rolle et al., 2016). Diese Gene und entsprechende
Proteine unterstreichen die Aktivierung des erworbenen Immunsystems und
insbesondere die Relevanz der B-/T-Zell-Interaktion im Rahmen der phlegmondsen

Appendizitis.

Das Oberflachenmolektl CD23 zeigte eine signifikant erhéhte Expression in der Gruppe
der phlegmondsen Appendizitis. Es wurde als IgE Rezeptor (daher teilweise als FceRlI
beschrieben) erstmals auf B-Zellen entdeckt, wird aber auch von antigenprasentierenden
Zellen und Epithelzellen des Respirations- sowie Gastrointestinaltraktes exprimiert
(Fellmann et al., 2015; Sutton and Davies, 2015). Bei der durch den CD40-Liganden
erfolgten Stimulation von CD40 wurde eine erhdhte Expression und Freisetzung von
CD23 in B-Zellen gezeigt (Sukumar et al., 2006). Diesen Zusammenhang konnten die
vorgestellten Ergebnisse bei den untersuchten Patient*innen mit phlegmondser
Appendizitis ebenfalls zeigen. Zudem wurde bei erhohter Freisetzung von IFN-y eine
Hemmung von CD23 in B-Zellen beschrieben (Sukumar et al., 2006). Da es sich bei IFN-
y um einen Th1-vermittelten Mediator handelt, spricht die hohe Expression von CD23
gegen eine IFN-y assoziierte Immunantwort und fur eine Assoziation mit Th2. Dies stimmt
mit den von Rubér et al. veroffentlichten Daten Uberein und hebt erneut die Theorie der
viralen Genese der phlegmondsen Appendizitis hervor (Rubér et al., 2006).

Auch die Expression der B-Zell-Marker CD24, CD72 und CD79 war in der Gruppe der
phlegmondsen Appendizitis hochreguliert. CD24 wird auf zahlreichen Zelltypen
exprimiert, insbesondere auf noch undifferenzierten Zellen im Rahmen der Zellreifung.
Als B-Zell-Antigen wird es im Rahmen der B-Zell-Reifung vermehrt exprimiert (Tan et al.,
2016). Zudem wirkt CD24 als co-stimulatorischer Faktor im Rahmen der Proliferation von
CD4+ und CD8+ T-Zellen (Liu et al., 1992). Daneben wird CD24 auch von reifenden T-
Zellen exprimiert, durch Bildung des TCR/CD3 Komplexes zeigt sich eine vermehrte
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Expression von CD24 (Hubbe and Altevogt, 1994; Zhou et al., 1997). Es konnte bei den
untersuchten Patient*innen neben der bereits zuvor aufgezeigten erhéhten Expression
von Molekulen des TCR-Komplexes auch die in der Literatur beschriebene Assoziation
durch die verstarkte Freisetzung von CD24 gezeigt werden.

CD72 ist ein Membranprotein, welches als Co-Rezeptor von BCR agiert. Exprimiert wird
es in allen Phasen der B-Zell-Reifung. Lediglich auf Plasmazellen ist es nicht zu finden
(Adachi et al., 2000; Wu and Bondada, 2002; Akatsu et al., 2016). CD79 ist ein B-Zell
spezifisches Protein, welches aus einem Heterodimer der Transmembranproteine
CD79A (Ig-a) und CD79B (Ig-B) besteht. Es bildet den fir die Signaltransduktion
relevanten Anteil des B-Zell-Rezeptors. Der BCR-Komplex ist ein Schlisselmolekul der
B-Zell-Differenzierung und beeinflusst letztlich die Immunantwort (Chu and Arber, 2001;
Hardy et al., 2014). Als Co-Rezeptor und Teil des B-Zell-Rezeptors stellen sich CD72 und
CD79 als wichtige Regulatoren der B-Zell-assoziierten Immunantwort bei den

untersuchten Patient*innen mit phlegmondéser Appendizitis dar.

Pol-IIl ist ein zytosolischer DNA-Sensor, welcher die Produktion von Typ | Interferonen
triggert (Chiu, MacMillan and Chen, 2009). Typ | Interferone sind spezifisch fir eine
antivirale Immunantwort. Sie bewirken eine Hochregulierung der MHC-I-Molekule und
erhohen somit die Wahrscheinlichkeit, dass virusinfizierte Zellen von CD8+ zytotoxischen
T-Zellen erkannt werden. Diese Erkenntnis stimmt mit der oben beschriebenen, erhohten
Expression von HLA-F Uberein. Zudem liefern diese Daten erneut Hinweise fur die
Moglichkeit der viralen Genese der phlegmondsen Appendizitis.

Das ebenso hoher exprimierte p38 bildet eine aus vier Mitgliedern bestehende Familie
von Proteinkinasen (Mitogen-activated protein kinase, MAPK). Der p38-Signalweg wird
im Rahmen einer Immunreaktion oder Stress sowie in T-Zellen bei einer TCR-vermittelten
Reaktion aktiviert. Dies stimmt mit den bereits vorgestellten Ergebnissen Uberein.
Allerdings ist zu berucksichtigen, dass p38 eine grof3e funktionelle Vielfalt hat und in
multiplen Signalkaskaden vorkommt (Cuadrado and Nebreda, 2010). Somit ist eine
Aussage bezuglich der Funktion der MAPK bei phlegmondser Appendizitis nicht

ausreichend einzuordnen.

Ebenso war der FMS-like tyrosine kinase 3 Ligand (FLT-3 Ligand) hochreguliert, bei
Bindung an FLT-3 wird durch Autophosphorylierung die Zellproliferation, das
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Zelluberleben und die Differenzierung der hamatopoetischen Zellen aktiviert und
reguliert. Dies fuhrt sowohl im Gesunden, als auch unter pathologischen Bedingungen zu
einer sehr vielfaltigen Aktivierung verschiedener Signalkaskaden, sodass letztlich die
Bedeutung von FLT-3 Ligand bei der akuten Appendizitis nach aktuellem Wissensstand
nicht genauer eingeordnet werden kann (Kazi and Rdnnstrand, 2019).

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Untersuchung gezeigt werden, dass die
untersuchten Patient*innen mit phlegmondser Appendizitis nicht nur erhohte
Expressionsmuster fur den TCR und die MHC-Molekule aufwiesen, sondern auch die Co-
Stimulatoren der B-/T-Zell Interaktion CD40L, NIK, TRAF und CD2 vermehrt exprimiert
waren. Zudem zeigten sich zahlreiche B-Zell Marker hochreguliert. Dazu gehéren CD23,
CD24, CD72 und CD79. Abbildung 10 stellt diese Interaktion der B-/T-Zellen und die
dazugehdrigen hochregulierten Gene bzw. Proteine dar. Diese Erkenntnisse sprechen
fur die Aktivierung einer spezifischen immunologischen Synapse. Dieser interzellulare
Kontakt scheint insbesondere fur die Induktion einer spezifischen antiviralen
Immunantwort relevant zu sein. So fuhrt die Internalisierung, Degradation und MHC II-
abhangige Prasentation von Viren bzw. Viruspartikeln Uber B-Zellen nach Aktivierung
durch Th2-Zellen Uber den TCR/CD3-Rezeptorkomplex und Co-Stimulation Gber
CD40/CD40L zur reziproken Zytokinaktivierung der B-Zellen und Induktion einer
spezifischen humoralen Immunantwort auf eine mogliche Virusinfektion (Clevers et al.,
1988; Adachi et al., 2000; Szomolanyi-Tsuda et al., 2000; Chu and Arber, 2001).

B-Zelle

Abbildung 10 Schematische Darstellung der hochregulierten Gene und dazugehérigen Proteine
bei untersuchten Patient*innen mit phlegmondéser Appendizitis.
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Die zuvor beschriebenen immunologischen Zusammenhange und die entsprechenden
Genexpressionsprofile der untersuchten Patient*innen sprechen somit fur die Moglichkeit
einer antiviralen Immunantwort bei phlegmondser Appendizitis. Insbesondere der
Umstand, dass die spontane Regredienz der phlegmondsen Appendizitis in der Literatur
beschrieben wurde, stiitzt diese These (Andersson, 2007). In der Vergangenheit wurde
eine Inflammation der Appendix im Rahmen generalisierter viraler Infektionen
(insbesondere bei Lymphadenitis mesenterialis oder Invagination) beschrieben (Guarner
et al, 2003). Zu den am haufigsten nachgewiesenen Viren in einem
Appendektomiepraparat gehdren das Adenovirus, das Masernvirus, das Zytomegalie-
Virus und das Epstein-Barr-Virus (Lamps, 2010). Grynspan und Rabah konnten erstmalig
bei Patient*innen mit klinisch akuter Appendizitis Adenoviren im Appendektomiepraparat
nachweisen (Grynspan and Rabah, 2008).

9.2.2 Expressionsprofil der gangrandsen Appendizitis

Bei Patient*innen mit gangrandser Appendizitis waren insbesondere Gene der TLR-,
NLR- und IL-17 Signalkaskade hochreguliert. Zudem konnten Marker von Monozyten und
neutrophilen Granulozyten identifiziert werden. Diese hochregulierten Proteine sind in
Abbildung 11 zusammengefasst.

Bei Kindern und Jugendlichen mit gangrandser Appendizitis konnte eine Hochregulierung
von TLR gezeigt werden. Diese Rezeptoren sind Glykoproteine, die in der Zellmembran
oder in der endosomalen Membran vorliegen konnen. Bislang wurden zehn menschliche
TLRs identifiziert, sie besitzen eine mit Interleukin-1 Rezeptoren gemeinsame
intrazellulare Domane. Nach der Ligandenbindung kommt es (mit Ausnahme bei TLR3)
zu einer Signalweiterleitung durch das myeloid differentiation primary-response Protein
88 (MyD88). Bei Aktivierung des Signalweges kommt es zur Rekrutierung des IL-1R-
associated-kinase-Komplexes (IRAK; (Blander and Sander, 2012). IRAK stellt eines der
wichtigsten TLR-spezifischen Kinasen dar und ist somit essenziell fur die
Signaltransduktion (Lin, Lo and Wu, 2010). Bei der Aktivierung des Signalweges kommt
es zu einer Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen, insbesondere zur
Aktivierung des nuclear factor kB (NF-kB) Singalweges. Somit kommt es zur gesteigerten
Expression von zahlreichen proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. TNFa, IL-1, IL-6
und IL-12. Im Rahmen eines seltenen, angeborenen Immundefekts durch einen Mangel
an IRAK4 kommt es vermehrt zu pyogenen bakteriellen Infektionen, die todlich verlaufen
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kénnen (Picard, Casanova and Puel, 2011). Diese Ergebnisse deuten eindeutig auf eine

bakterielle Infektion und entsprechender Immunreaktion bei gangrandser Appendizitis.

Tpl2 (Tumor progression locus 2, auch Cancer Osaka thyroid, COT) wird primar in Zellen
des unspezifischen Immunsystems (dendritische Zellen, Makrophagen und neutrophile
Granulozyten) exprimiert und spielt im Rahmen einer Entziindungsreaktion eine wichtige
Rolle. In Makrophagen ist Tpl2 fur die Produktion von TNFa erforderlich (Xu et al., 2018).
Diese Zusammenhange und die dementsprechend relevanten Signalwege bei der
gangrandsen Appendizitis sprechen fur eine Aktivierung des unspezifischen

Immunsystems.

Neben dem TLR-Signalweg spielte auch der NOD-like Signalweg eine wichtige Rolle im
Rahmen einer gangrandsen Appendizitis. NLRP3 und NLRC4 gehoren zu den am besten
untersuchten Inflammasomen und zeigten bei den untersuchten Patient*innen eine
erhohte Genexpression. NLRP3 wird durch Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(engl. pathogen-assosciated molecular pattern, PAMP) und zahlreiche Schaden-
assoziierte molekulare Muster (engl. Damage-associated molecular patterns, DAMP) wie
z.B. Harnsaurekristalle, aus Mitochondrien freigesetztes ATP, Siliciumdioxidkristalle und
Aluminiumhydroxide aktiviert. NLRC4 wird durch Flagellin und Bestandteilen des Typ-IlI-
Sekretionssystems gramnegativer Bakterien aktiviert (Man et al., 2014). Die genaue
Funktion von dem ebenfalls erhoht exprimierten NLRPG6 ist aktuell unbekannt, allerdings
konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen von bakteriellen Infektionen aktiviert wird
(Ghimire et al., 2020). Die bei den untersuchten Patient*innen nachgewiesene
Aktivierung des NOD-Signalweges weist auf eine bakterielle Immunantwort hin. Hierbei
ist die beschriebene Aktivierung von NLRC4 durch Flagellin und anderen Bestandteilen
von insbesondere gramnegativen Bakterien von grofer Relevanz, da dies mit dem am

Haufigsten nachgewiesenen Keimspektrum im Appendixabstrich Ubereinstimmt.

Cathelicidin zeigte eine ebenfalls erhdhte Expression bei den untersuchten Kindern und
Jugendlichen mit gangranoser Appendizitis. Cathelicidin ist ein antimikrobielles Peptid,
welches primar von neutrophilen Granulozyten freigesetzt wird. Es kann die mikrobielle
Membran zerstoren, sodass der Erreger rasch abgebaut wird. Es aktiviert zudem
verschiedene immunmodulatorische Mechanismen und spielt eine wichtige Rolle in der
angeborenen Immunitat (Zanetti, 2004). Auch das legt eine im Vergleich zur
phlegmondsen Appendizitis rein bakterielle Genese dar.
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Die Oberflachenmolekule CD55, CD35 sowie der Komplementfaktor CO wurden ebenfalls
als signifikant hochreguliert beschrieben. Im Rahmen einer Infektion spielt das
Komplementsystem eine aul3erordentliche Rolle. Funktion des Komplementsystems ist
die Bildung des Membranangriffskomplexes (membrane attack complex, MAC), die
Opsonierung und die Chemotaxis (Dunkelberger and Song, 2010). CD35 (auch
complement receptor 1, CR1) wird von einer Grolizahl der peripher zirkulierenden
Blutzellen exprimiert. Es bindet mit hoher Affinitat das Komplement C4b und C3b. Es
bewirkt unter anderem die Phagozytose durch neutrophile Granulozyten und Monozyten.
Zudem spielt es eine Rolle in der Infektionsabwehr durch die Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1a, IL-18 und Prostaglandine (Dunkelberger and
Song, 2010). Der Membranangriffskomplex wird aus den Komplementfaktoren C5b, C6,
C7, C8 und C9 gebildet. Der C5b678-Komplex rekrutiert multiple C9 Faktoren, sodass es
zu der Bildung einer ringformigen Pore in der Membran der Zielzelle und somit zur Lyse
der Zelle kommt (Dudkina et al., 2016). CD55 (auch Decay-accelerating factor, DAF
genannt) ist ein zentrales Protein, welches eine wichtige Rolle in der Regulation des
Komplementsystems spielt. Im Rahmen der Komplementaktivierung kommt es
unabhangig vom Aktivierungsweg zur Bildung der C3-Konvertase, welche C3 spaltet und
somit ein wesentliches Protein der Aktivierungskaskade ist. DAF bindet die C3-
Konvertase, wodurch die Spaltung von C3 gehemmt wird. Somit wird eine
uberschiel3ende, destruktive Komplementaktivierung gehemmt und eine Schadigung des
betroffenen Gewebes verhindert (Ozen et al., 2017). Diese Ergebnisse beschreiben die
Bedeutsamkeit des Komplementsystems bei gangrandser im Vergleich zu phlegmondser

Appendizitis.

CD36 gehort zu den Klasse B Scavenger Rezeptoren und war bei gangrandser
Appendizitis signifikant Uberexprimiert. Es befindet sich auf der Oberflache von
verschiedenen Zelltypen, insbesondere auf Thrombozyten, Endothelzellen und
Makrophagen. Der Rezeptor ist fur zahlreiche physiologische, aber auch pathologische
Vorgange essenziell. Hierzu zahlen neben Angiogenese, Fettstoffwechsel und
Phagozytose der Abbau apoptotischer Zellen. Zudem konnte gezeigt werden, dass CD36
als Rezeptor fur eine Vielzahl von Bakterien, die Phagozytose induzieren, relevant ist und
Signalwege von insbesondere gramnegativen Bakterien beeinflusst (Baranova et al.,
2008). Dadurch kann erneut die bakterielle Immunantwort der gangranésen Appendizitis

aufgezeigt werden.
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CD11b, CD64 und CD16b sind Zelladhasionsmolekile, die bei Patient*innen mit
gangranoser Appendizitis signifikant hochreguliert waren. CD16b ist ein 1gG-Rezeptor,
der zusammen mit CD32a konstant auf der Zelloberflache vom polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN) exprimiert wird. Ein zentraler Unterschied zwischen
den Rezeptoren ist, dass CD16b ausschlieRlich von PMN exprimiert wird und somit fur
diese Zellpopulation spezifisch ist. PMN spielen eine wesentliche Rolle im Rahmen
akuter Entzundungsreaktionen, indem sie gezielt an den Infektionsherd migrieren. Es
kommt zur Phagozytose und somit zur raumlichen und zeitlichen Limitation der Infektion
mit dem Ziel, eine generalisierte bakterielle Dissemination zu verhindern (Malech, DelLeo
and Quinn, 2020). CD64, auch Fc-y Rezeptor 1 (FcyRI) genannt, wird unter anderem auf
neutrophilen Granulozyten exprimiert, bindet Immunglobulin G (IgG) und initiiert die
Phagozytose von Bakterien. Dieser Rezeptor wird in ruhenden neutrophilen
Granulozyten in sehr geringer Anzahl exprimiert, im Rahmen einer bakteriellen Infektion
kommt es innerhalb von wenigen Stunden zu einer signifikant erhohten Expression
(Fernandes et al., 2006). Wegen dieser besonderen Eigenschaft wird er vermehrt als
potentieller Biomarker fur bakterielle Infektionen im Rahmen einer Sepsis diskutiert
(Wang et al., 2015). CD16 (FCyRIIl) ist ein Transmembranprotein, welches das Fc-
Fragment von IgG bindet. Es kommt zur Freisetzung einer Grof3zahl von zytolytischen
und proinflammatorischen Faktoren (Romee et al., 2013). CD11b bildet mit CD18 den
Komplement Rezeptor 3 (CR3) und gehoért zu den B-Integrin Adhasionsproteinen
(Wagner et al., 2001). Es bewirkt die Migration neutrophiler Granulozyten zum Ort der
Inflammation. Die Expression von CD11b steigt, sobald es zu einer bakteriellen Infektion
kommt (O’Hare et al., 2015). Stockinger et al. haben zudem eine mdgliche Interaktion
zwischen CD11b und CD16b beschrieben und die Hypothese aufgestellt, dass CD11b
ein transmembraner Signaltransduktor fur CD16b ist (Stockinger, 1997). Die Aktivierung
von Neutrophilen - insbesondere die von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
- unterstreicht die bakterielle Dignitat und auch den septischen Krankheitsverlauf der
gangranosen Appendizitis. Die signifikant hoher exprimierten Marker CD11b, CD64 und
CD16b zeigen somit eine Aktivierung der PMNs bei gangrandser Erkrankung. Dies

spricht fur grundlegende immunologische Unterschiede der Entitaten.

Die IL-17/IL-23-assoziierte Immunantwort scheint bei gangranéser Appendizitis eine
zentrale Rolle zu spielen. An dieser Stelle muss betont werden, dass zu den jeweiligen
Zeitpunkten der Probengewinnung von bereits ausgepragten inflammatorischen und
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immunologischen Prozessen und entsprechenden gegenregulatorischen Mechanismen
auszugehen ist. Bereits die jeweilige Symptomdauer bei den Patient*innen mit
phlegmondser oder gangranoser Appendizitis betrug zum Zeitpunkt der Blutentnahme im
Mittel 24 bzw. 32 Stunden. Das Interleukin 17A war in der Gruppe der Patient*innen mit
gangranoser im Vergleich zu denen mit phlegmondser Appendizitis zum Zeitpunkt der
Probengewinnung signifikant hochreguliert. IL-17 fasst eine Familie von sechs Zytokinen
(IL-17A-F) zusammen, wobei IL-17A durch die Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen eine wesentliche Rolle in der Immunabwehr gegen
extrazellulare Pathogene spielt. Es kommt zur Migration von neutrophilen Granulozyten,
einer lokalen Gewebsdestruktion und dient somit als Schutz vor Pathogenen (lwakura et
al., 2011). Dies stimmt mit den Untersuchungen von Rubeér et al. Uberein (Rubér et al.,
2010). Zunachst wurde die Freisetzung von IL-17 ausschlieBlich mit T-Zellen assoziiert.
Jedoch konnte gezeigt werden, dass auch Zellen des angeborenen Immunsystems wie
neutrophile Granulozyten, Monozyten und NK-Zellen IL-17A produzieren kbnnen und
damit eine wesentliche Rolle im Rahmen einer bakteriellen Infektion spielen (Cua and
Tato, 2010). Shibata et al. haben zudem nachweisen kénnen, dass es im Rahmen einer
Infektion mit E. coli zu einer schnellen und transienten Produktion und Freisetzung von
IL-17 kommt (Shibata et al., 2007). Dies ist insbesondere interessant, da E. coli bei einer
perforierenden Appendizitis im intraabdominellen Abstrich mit 64-69 % der am haufigsten
nachgewiesene Erreger ist (Song et al., 2018; Turel et al., 2019). Zudem scheint IL-17
ein wichtiges Zytokin bei der Entstehung der Sepsis zu sein, wobei die genauen
Mechanismen noch unklar sind (Flierl et al., 2008; Li et al., 2012). Suppressor of cytokine
signaling-3 (SOCS3) war in der Gruppe der gangrandsen im Vergleich zur phlegmondsen
Appendizitis starker exprimiert. Zudem konnte in den Genexpressionsdaten der
Patient*innen mit gangrandser Appendizitis eine im Vergleich erniedrigte Freisetzung von
sowohl IL-23A als auch dem entsprechenden Rezeptor (IL-23R) gezeigt werden. Diese
Beobachtungen sind am ehesten als gegenregulatorischen Effekt im Rahmen der IL-
17/IL-23-assoziierten Immunantwort zu interpretieren: IL-17A ist in der Lage, die
Sekretion von IL-23 uber einen negativen Feedback-Mechanismus zu reduzieren
(Silverpil et al., 2013). Zudem kann SOCS3 die Expression von IL-23 mit entsprechenden
Folgen fir die IL-17A-Expression negativ beeinflussen (Chen et al., 2006). Die
Expression von SOCS3 wird im Wesentlichen durch IL-27 induziert, das in der Gruppe
der gangrandésen Appendizitis signifikant hdher exprimiert war (Schneider et al., 2011).
Diese Mechanismen dienen der Kontrolle bzw. Begrenzung der Th17-assoziierten
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Immunantwort. Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse lassen sich im Rahmen
dieser beschriebenen Mechanismen in einen sinnvollen Zusammenhang bringen und
unterstreichen sowohl die bakterielle Dignitat, als auch den potentiell septischen

Krankheitsverlauf der gangrandsen Appendizitis.

Das ebenfalls im Vergleich Uberexprimierte LCNZ2 ist ein essenzieller Teil der
antimikrobiellen Immunreaktion, indem es die Eisenaufnahme der Bakterien und somit
deren Wachstum hemmt (Wang et al., 2019). Studien haben diese Eigenschaft im
Rahmen von Infektionen mit E. coli und anderen gramnegativen Erregern nachgewiesen
(Berger et al., 2006; Coorens et al., 2019). Auch dies spricht dafiir, dass bei Patient*innen
mit gangranodser Appendizitis Immunmechanismen im Vordergrund stehen, die fur die

Abwehr von Bakterien und in der Entstehung einer Sepsis relevant sind.

CD11b C9 - CD11b
CD35 CD35 Cathelicidin cD35 cD35

CD16b
CD36 CD36

Neutrophiler
Granulozyt

NLRC4 NLRC4

CD55 CcD55

NLRPG6 NLRP6

TLRS TLRS

NLRP3 NLRP3
TLR9 TLR9

CD64 CD64

Abbildung 11 Schematische Darstellung der hochregulierten Gene und dazugehdrigen Proteine
bei untersuchten Patient*innen mit gangrandser Appendizitis

9.3 Schlussfolgerung

Mit der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig das Genexpressionsprofil von Patient*innen
mit phlegmondser und gangrandser Appendizitis untersucht und gegenubergestellt.
Infolge der spezifisch immunologischen Pathway-Analyse auf mMRNA Ebene konnte bei
Kindern und Jugendlichen mit gangranoser Appendizitis im Vergleich zu jenen mit

phlegmondser Appendizitis Genexpressionsmuster gezeigt werden, die typischerweise
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mit einer antibakteriellen Immunreaktionen assoziiert sind. Neben der Beschreibung von
fur antibakterielle Mechanismen typischen Oberflachenmarkern und Signalkaskaden
weisen  insbesondere  die  IL-17/IL-23-assoziierten  Expressionsmuster  im
Gesamtzusammenhang auf eine im Vergleich zur phlegmondsen Appendizitis betont
antibakteriellen Immunantwort hin. Demgegenuber weisen die Beobachtungen bei
Patient*innen mit phlegmondser Appendizitis auf eine virale Genese der Erkrankung hin.
Hier sind insbesondere die zahlreichen nur in dieser Gruppe im Vergleich signifikant
erhdhten Expressionen von T-Zell-Untereinheiten auffallig. Typisch antivirale T-/B-Zell-
Interaktionen werden durch Expressionsmuster nahegelegt, die plausibel eine
dahingehend spezifische interzellulare Synapse charakterisieren. Diese Beobachtungen
stimmen mit der Hypothese uUberein, dass den Entitaten der akuten Appendizitis
verschiedene Arten der Inflammation mit spezifischen Immunmechanismen zu Grunde

liegen.

9.4 Limitationen

Eine wesentliche Limitation der vorgestellten Studie besteht in der Anzahl der
untersuchten Patient*innen (n=29). Diese war durch ethische Erwagungen und Vorgaben
fur die Proof-of-Concept-Studie mit Patient*innen aus einer besonders vulnerablen
Altersgruppe begrundet. Sehr viele der untersuchten Gene zeigten eine erhohte
Expression, allerdings ohne statistische Signifikanz. Der im Histogramm dargestellte
Linksshift spricht dafur, dass mit einer hheren Anzahl von Proben und somit grof3erem
Datensatz moglicher Weise weitere Schlusselgene hatten identifiziert werden konnen.
Andererseits konnen die gefundenen Unterschiede zwischen den Gruppen theoretisch
zufallig gemeinsam auftreten. Dagegen spricht, dass die Genexpressionsmuster
inhaltlich und auch vor dem Hintergrund der Literatur sehr konklusiv sind. Insbesondere
die hochsignifikante = Uberexpression der zahlreichen  T-Zell-Untereinheiten
ausschlieBlich bei Patient*innen mit phlegmondser im Vergleich zu jenen mit

gangrandser Appendizitis macht eine Fehlinterpretation der Daten unwahrscheinlich.

Die zentrale Voraussetzung fur Folgestudien ist die Untersuchung einer groReren
Stichprobe. Die aktuelle Studie erlaubt die Berechnung der notwendigen
StichprobengrofRe und stellt somit eine wichtige Voraussetzung dar. Zudem sollten die

Ergebnisse der Microarray-Analyse durch weitere Methoden, zum Beispiel mittels real-
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time reverse transcription-polymerase chain reaction (real-time RT-PCR), bestatigt
werden. Die Microarray-Analyse ist zwar eine etablierte und zuverlassige Methode, eine
Validierung der Ergebnisse mit anderen Methoden ist jedoch winschenswert.

9.5 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit unterstitzen die seit mehreren Jahren
postulierte These, dass die gangrandse Appendizitis nicht aus der phlegmondsen
entsteht, sondern eine eigene Entitat mit unterschiedlichen immunologischen
Mechanismen darstellt. Diese Arbeit liefert Proof-of-Concept und leistet somit einen
wichtigen Beitrag fur das pathophysiologische Verstandnis fur eines der haufigsten

kinderchirurgischen Krankheitsbilder.

Die erhobenen Daten bieten eine Grundlage fur weiterfihrende Genexpressionsstudien,
um die vorliegenden Expressionsmuster auf Basis einer umfangreicheren Datenlage zu
validieren und perspektivisch spezifische Marker fur die phlegmondse und/oder
gangranose Appendizitis identifizieren zu kdnnen. Ebenso ware die Durchfihrung von
funktionellen Immunoassays auf zellularer Ebene zur Klarung der pathophysiologischen
Prozesse anzustreben. In Zukunft konnte dies im Rahmen der routinemalig
durchgefuhrten Blutentnahme die Maoglichkeit bieten, die Art der Appendizitis zu
bestimmen und eine dementsprechend spezifische Therapie einzuleiten. Wenn sich im
Rahmen entsprechender umfangreicher Folgestudien die Hinweise auf eine virale
Genese der phlegmondsen Appendizitis mit regelhafter spontaner Ruckbildung der
Entzindung zum Beweis verdichten sollten, ist eine Erweiterung der
Behandlungsoptionen bis hin zur konservativen Therapie ohne Antibiose nicht

auszuschlielRen.

Ein weiterer, sehr moderner und untersucherunabhangiger Ansatz zur differenzierten
Diagnosestellung der akuten Appendizitis ist die Verwendung von Algorithmen aus
maschinellem Lernen und kunstlicher Intelligenz. Durch die vorgestellte Studie steht mit
der durchgefuhrten Genexpressionsanalyse im Vergleich zu routinemallig untersuchten
Laborparametern oder anamnestischen Angaben ein viel grof3erer Datenpool zur
Verfiugung. Im Rahmen von weiterfuhrenden Untersuchungen ware es moglich, neue
Biomarkersignaturen mit Potenzial zur verlasslichen Differenzierung der Entitaten zu

definieren.
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