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Zusammenfassung

Einfiihrung: Die Unterscheidung zwischen komplizierter und unkomplizierter
Appendizitis ist hinsichtlich der Patientenstratifizierung verschiedener therapeutischer
Moglichkeiten entscheidend.

Es wurde zunachst untersucht inwieweit Parameter im Rahmen der Routinediagnostik
aus Labor und Sonografie fur die Unterscheidung der Entitaten genutzt werden konnen.
Anschliellend wurden die Werte mittels kunstlicher Intelligenz (KI) in einem Mehr-
Parameter-Modell kombiniert und anschlie3end validiert.

Material und Methoden: Die Daten appendektomierter Patienten wurden hinsichtlich
epidemiologischer Parameter, zeitlicher Verlaufe, histopathologischer Beurteilung, der
Differentialblutbilder, der CRP-Werte und sonografischer Parameter ausgewertet. Das
Signifikanzniveau lag bei p > 0.01. Die erhobenen Parameter wurden mit Algorithmen
aus dem maschinellen Lernen und der Kl analysiert. Die resultierenden Biomarker-

Signaturen wurden in einem Validation-Modell getestet.

Ergebnisse: Die Auswertung der Laborwerte Uber die Zeit ergab insbesondere fur CRP
und Leukozyten ein signifikant differenziertes Bild. Die phlegmondse Entzindung war
durch eine zeitlich stabile Eosinophilie gekennzeichnet (p < 0.01). Eine Analyse mittels
Receiver-Operating-Characteristic-Kurve zeigte in Bezug auf alle Laborparameter eine
grundsatzliche Unterscheidbarkeit; klinisch sinnvolle Cut-off-Werte liel3en sich jedoch
nicht festlegen. Sonografisch zeigte der Appendixdurchmesser von >6mm eine
Sensitivitat von 98% fur die Differenzierung der komplizierten Appendizitis, wahrend das
Vorhandensein eines Appendikolithen mit einer Spezifitat von 98% assoziiert war.
Hinweisgebend war insbesondere die Einschatzung des Kinderradiologen, ob eine
Perforation vorlag (p < 0.001). Die Treffsicherheit der Biomarker-Signatur fur die
Diagnose einer Appendizitis betrug 90% (93% Sensitivitat, 67% Spezifitat), wahrend die
sie fur die korrekte Erkennung einer komplizierten Entzindung 70% betrug (76%
Sensitivitat, 67% Spezifitat). Unsere Biomarker-Signaturen Ubertrafen damit die

Vorhersagewerte fur einzelne Laborwerte.

Schlussfolgerung: In der Analyse der Laborparameter weist darauf hin, dass
unkomplizierte und komplizierte Appendizitis unabhangige pathophysiologische Entitaten
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darstellen, auch wenn sich die Parameter klinisch nicht zur Unterscheidung eignen. Die
Sonographie hingegen hat einen grof3en klinischen Nutzen bei der Unterscheidung der
Entitaten. Durch die Verwendung von Kunstlicher Intelligenz in der Diagnostik der AA
lieRen sich in unserem Modell 1/3 aller Negativ-Appendektomien vermeiden.
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Abstract

Introduction: Distinguishing phlegmonous and complicated appendicitis might be

relevant due to current attempts to treat both forms of the disease differently.

Studies were performed to evaluate distinguishability of uncomplicated and complicated
appendicitis using laboratory values and routinely performed ultrasound diagnostics. All

parameters were analyzed using artificial intelligence.

Materials and Methods: Data of patients who underwent appendectomy were
retrospectively reviewed regarding epidemiology, timeline (onset of symptoms —
admission), histopathology, full blood counts and CRP values as well as predefined
parameters. Level of significance was defined as p < 0.01. We used modern algorithms
from machine learning and artificial intelligence to construct Biomarker-signatures, that

were tested on validation sets.

Results: Analysis of full blood count showed a significantly differing picture with respect
to CRP and leucocytes over time. Phlegmonous appendicitis was characterized by
continuous relative eosinophilia (p 0.01). ROC-Curve-Analysis showed means to
differentiate entities through laboratory data, yet we could not show clinically reasonable
cut-off values. Regarding differentiation by ultrasound diagnostics we were able to show
a 98% sensitivity for appendix diameter >6mm for complicated appendicitis, detection of
appendicoliths was associated with a specificity of 98%. The assessment of the
examining radiologist concerning perforation was highly significant with complicated
appendicitis (p < 0.001). The biomarker signatures outperformed the conventionally used
routine diagnostic parameters alone with an accuracy of 90% (93% sensitivity, 67%
specificity). Accuracy for distinguishing complicated from uncomplicated appendicitis was
70% (76% sensitivity, 67% specificity).

Conclusion: Analysis of laboratory values indicates that uncomplicated and complicated
appendicitis indeed rely on differing inflammatory patterns, though practical benefit is still
limited. Ultrasound has proven beneficial in differentiation of these entities. The use of
artificial intelligence to distinguish between entities of acute appendicitis could prevent up
to a third of unnecessary appendectomies in our model.
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1 Einleitung

1.1 Akute Appendizitis

1.1.1 Epidemiologie

Die akute Appendizitis (AA) stellt in industrialisierten Landern die Hauptursache fur das
Vorliegen eines akuten Abdomens dar und ist nach wie vor die haufigste Indikation fur
eine chirurgische Notfall-Intervention im Kindesalter. Kinder aller Altersgruppen sind
betroffen, der Manifestationsgipfel liegt in der fruihen Adoleszenz (Andersson et al.,
1994). Manner sind ganz allgemein haufiger betroffen und erkranken friher mit einem
Haufigkeitsgipfel zwischen dem 10. und 14. Lebensjahr, wahrend der Gipfel fur die
weibliche Population zwischen dem 15. und 19. Lebensjahr liegt (Addiss et al., 1990,
Ohmann et al., 2002). Das Lebenszeitrisiko an einer AA zu erkranken betragt in Europa

und Nordamerika ca. 7-9%.

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Auch wenn die AA eines der haufigsten Krankheitsbilder in der Chirurgie darstellt, ist die
Atiologie noch weitgehend ungeklart. Neuere Theorien vermuten einen Zusammenhang
zwischen genetischen, umweltbedingten und infektiosen (bakterielle, virale und
parasitare) Ursachen und der Entwicklung einer Appendizitis (Lamps, 2010, Wei et al.,
2012). Die Abhangigkeit von der Jahreszeit, Hygiene, ethnischer Zugehorigkeit und
geografischer Varianz sind nur einige Beispiele fur aktuell diskutierte Risikofaktoren
(Ohmann et al., 2002, Sadr Azodi et al., 2009).

In den vergangenen Jahren erschienen diverse Studien, welche die zwangslaufige
Progredienz der AA in Frage stellen und stattdessen die Hypothese verschiedener
Entitaten postulieren(Andersson et al., 1994, Kim et al., 2014, Ruber et al., 2010, Ruber
et al., 2006, Svensson et al., 2015). So zeigten sich in einer schwedischen retrospektiven
Studie fur die perforierende Appendizitis epidemiologisch stabile Verhaltnisse hinsichtlich
Patientenalter, Beobachtungszeitraum (18 Jahre) und Laparotomie-Rate, wahrend die
Diagnose der nicht perforierenden Appendizitiden altersabhangig, uber den



Beobachtungszeitraum abnehmend und des Weiteren von den diagnostischen Methoden
abhangig war (Andersson et al., 1994). Andersson formulierte mit dieser Studie die
Vermutung, die perforierenden und nicht-perforierenden Appendizitiden seien nicht nur
unterschiedliche Stadien derselben Erkrankung, sondern eigenstandige Entitaten, die
von unterschiedlichen Einflussfaktoren gesteuert werden. Weitere Erkenntnisse
sprechen fur eine Entwicklung der komplizierten Appendizitis bereits vor der Perforation
der Appendix. So zeigten sich in Untersuchungen der Pathogenese der Appendizitis
unterschiedliche immunregulatorische Mechanismen fur phlegmondse und gangrandse
Entzindungen, die fundamental unabhangige Entitaten nahelegen (Rivera-Chavez et al.,
2004, Romano et al., 2014, Ruber et al., 2010, Ruber et al., 2006).

Zentral in unserer Studie ist daher die Kategorisierung der gangrandésen Entzindung als
komplizierte Appendizitis. Diese Definition ist auch aus klinischer Sicht gerechtfertigt, da
die gangrandse Entzindung bereits vor dem Auftreten von Perforationen mit einer
deutlich erhohten Wahrscheinlichkeit fur Komplikationen wie der Ausbildung
intraabdominaler Abszesse einhergeht (Romano et al., 2014). Die gangrandsen und
perforierenden Entitaten werden in der vorliegenden Arbeit aus den genannten Grinden
unter dem Begriff der komplizierten Appendizitis (ACA) zusammengefasst. Die aller
Wahrscheinlichkeit nach unabhangige phlegmondse Appendizitis hingegen geht mit
einem unkomplizierten klinischen Verlauf einher, daher wird diese Form als

unkomplizierte Appendizitis (AUA) bezeichnet.

Diese Hypothese unabhangiger Entitaten stellt das traditionelle chirurgische Verstandnis
eines voranschreitenden Prozesses von phlegmonodser Entziindung bis zur Perforation,
der nur durch rechtzeitige chirurgische Intervention durchbrochen werden kann, in Frage.
Das diagnostische und therapeutische Vorgehen wird durch diese Hypothese
maldgeblich beeinflusst.

Aus den oben genannten Grinden gehen wir davon aus, dass die histopathologischen
Befunde direkt mit den klinischen Befunden und insbesondere mit der Wahrscheinlichkeit
fur komplizierte Verlaufe korrelieren. Daher verwenden wir die histopathologischen
Kriterien als zentrale Unterscheidungsmerkmale fur die untersuchten Patientengruppen.
Mehrere Studien verwenden ahnliche Einteilungen (Fallon et al., 2013a, Fallon et al.,
2013b, Fallon et al., 2015, St Peter et al., 2008).

Eine genetische Pradisposition wurde bereits in mehreren epidemiologischen Studien
nahegelegt (Andersson et al., 1994). 2001 publizierten Gauderer et al. eine Studie,
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welche darlegte, dass Kinder, die an einer akuten Appendizitis litten, eine dreifach
erhohte Wahrscheinlichkeit einer positiven Familienanamnese gegenuber Kindern
gleichen Alters aus der Kontrollgruppe ohne Zeichen einer akuten Appendizitis hatten
(Gauderer et al., 2001). Eine weitere Studie zeigte zudem, dass Kinder ein deutlich
hoheres Risiko haben an einer akuten Appendizitis zu erkranken, wenn bereits
mindestens ein Verwandter ersten Grades eine Appendizitis durchgemacht hatte (Basta
et al., 1990).

Uberdies korreliert der Schweregrad der Appendizitis mit einem Polymorphismus des
Interleukin-6  (IL-6) Gens, was wiederum auf eine genetisch determinierte
unterschiedliche Aktivierung des Immunsystems zwischen phlegmondsen und

gangranosen Appendizitiden schlie3en lasst (Rivera-Chavez et al., 2004).

Die Beobachtung einer reziproken Beziehung der Inzidenz von AA und Colitis Ulcerosa
und einer positiven Assoziation von AA und Morbus Crohn, sowie die signifikant
geringere Inzidenz der AA wahrend der Schwangerschaft spricht fir eine immunologisch
bestimmte Pathogenese, da all diese Zustande auf unterschiedlicher Aktivierung des
Immunsystems bauen (Andersson and Lambe, 2001, Andersson et al., 2001, Andersson
et al., 2003). Anders als bei der Annahme einer voranschreitenden Erkrankung scheint
bei der Entwicklung verschiedener Formen der Appendizitis kein quantitativer, sondern

ein qualitativer Unterschied in der Immunregulation zu bestehen.

Die zellvermittelte Immunitat des menschlichen Immunsystems wird durch T-Helfer-
Zellen (Th) vermittelt, die gegen intrazellulare Mikroben schutzen. Die Th-Zellen werden
hinsichtlich ihrer Zytokinprofile unter anderem in Th1- und Th2-Zellen unterteilt. Die
Zytokine der Th1 gesteuerten Immunantwort triggern eine zellvermittelte Immunantwort
und das retikulohistiozytare System, naturliche Killerzellen und zytotoxische T-Zellen.
(Bonilla and Oettgen, 2010) Th2-abhangige Zytokine bewirken hingegen vor allem eine
gesteigerte Antikdrperproduktion, insbesondere der Isotypen IgE und IgG4, die eine
tragende Rolle in der Hypersensibilitat und parasitaren Immunabwehr spielen. Zudem
schitten Th2-Zellen IL-5 aus, welches nachweislich chemotaktisch auf eosinophile
Granulozyten wirkt, sowie die Produktion und Freisetzung von eosinophilen Granulozyten

aus dem Knochenmark stimuliert (Akdis et al., 2011, Commins et al., 2010).

Th1 und Th2 folgen nachweislich dem Prinzip von Ying und Yang, die Regulation beider
Systeme wird durch Th3 oder Treg-Zellen Ubernommen. Die vierte Gruppe der Th-Zellen,
Th17, zeichnet sich insbesondere durch die Sekretion von IL-17 aus (Ruber et al., 2010).
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IL-17 dient als stark wirksames proinflammatorisches Zytokin mit pleiotroper Aktivitat.
Zum einen aktiviert es proinflammatorische Zytokine wie IL-6 und TNF-a, Chemokine und
Matrixmetalloproteasen, die eine Gewebeinfiltration und —zerstérung vermitteln. Zum
anderen vermitteln Th17-abhangige Zytokine eine Zellrekrutierung, Aktivierung und
verlangertes Uberleben von neutrophilen Granulozyten im Inflammationsgeschehen.

1.1.3 Diagnostik

Trotz einer Inzidenz von mittlerweile mehr als 100 auf 100.000 Einwohner pro Jahr in den
Industrielandern, ist die Diagnostik der akuten Appendizitis nach wie vor eine
Herausforderung. (Ohmann et al.,, 2002) Grundsatzlich stehen zwei Aspekte der
Diagnosestellung beim Verdacht einer akuten Appendizitis im Vordergrund: die
Notwendigkeit alle tatsachlich entzindeten Falle zu entdecken, um mdgliche
Verzogerung einer notigen Intervention zu vermeiden, und alle komplizierten Falle
zeitnah sicher zu identifizieren. Auf der anderen Seite gilt es jedoch die Negativ-
Appendektomie-Rate so gering wie moglich zu halten, um Kinder keinem unnétigen
Risiko oder Komplikationen auszusetzen.

1.1.3.1 Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung und eine grundliche Anamnese stehen am Anfang des
diagnostischen Prozesses (Lee et al., 2001). Meist beginnt der klinische Verlauf mit
unspezifischen epigastrischen Schmerzen, die sich nach einiger Zeit in den rechten
Unterbauch verlagern und dann persistieren (Humes and Simpson, 2006). Das
Leitsymptom der akuten Appendizitis ist der rechtsseitige Unterbauchschmerz. In der
klinischen Untersuchung finden sich haufig neben der Druckschmerzhaftigkeit im rechten
unteren Quadranten (McBurney-/Lanz-Druckpunkt) ein kontralateraler Loslassschmerz
(Blumberg-Zeichen) oder der sogenannte Psoas-Dehnungsschmerz als Zeichen einer
Mitbeteiligung des Peritoneums (von Schweinitz and Ure, 2009). Bei einer Perforation
kommt es zudem haufig zum sogenannten schmerzfreien Intervall als Reaktion auf die
Druckentlastung der afferenten Schmerzfasern in der Wand der Appendix gefolgt von
persistierenden peritonitischen Schmerzen (Bundy et al., 2007, Humes and Simpson,
2006, von Schweinitz and Ure, 2009). Begleitsymptome sind unspezifisch und umfassen
unter anderem: Fieber, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhé oder Stuhlverhalt und Inappetenz.
Vor allem Kinder prasentieren regelmafig atypische Verlaufe und ganzlich unspezifische
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Symptomatik (Sivit et al., 2001). Klassische Symptome und pathognomonische Zeichen
sind in weniger als 50% der padiatrischen Patienten festzustellen (Bundy et al., 2007,
Pearl et al., 1995). Zudem kann durch die variable Lage der Appendix im Abdomen das
Punktum Maximum des Schmerzes in seiner Lage deutlich variieren, was die Diagnose
zusatzlich erschwert und gegebenenfalls andere Differentialdiagnosen wahrscheinlich
erscheinen lasst. Die Wahrscheinlichkeit einer initialen Fehldiagnose einer AA betragt bei
Kindern > 2 Jahren bis zu 57% (Singh et al., 2014). Zudem liegt das Risiko einer
Perforation im Kindesalter mit bis zu 75%, abhangig von der Studiengruppe, deutlich
hoher als bei Erwachsenen, was eine solche Verzogerung der Diagnose umso
gefahrlicher macht (Bekele and Mekasha, 2006, Cappendijk and Hazebroek, 2000, Singh
et al., 2014).

1.1.3.2  Labordiagnostik

Der diagnostische Wert von Laboruntersuchungen bei Verdacht auf AA ist umstritten. Es
existieren keine spezifischen Marker und die Aussagekraft von Entzindungsmarkern wie
dem C-reaktiven Peptids (CRP) oder einer Linksverschiebung der weil3en Blutkdrperchen
wird kontrovers diskutiert. Bisher konnte fur keinen einzelnen Marker und keine
Kombination von labortechnischen Untersuchungen eine annehmbare Sensibilitat oder
Spezifitat nachgewiesen werden, welche die noétige diagnostische Sicherheit fur das
Vorliegen einer AA erbringen konnten (Beltran et al., 2007, Bundy et al., 2007). Trotzdem
konnen eine Leukozytose, Linksverschiebung oder positive CRP-Werte hilfreich sein, um
eine klinische Verdachtsdiagnose einer AA zu unterstitzen (Andersson, 2004, Bates et
al., 2014). Im Allgemeinen dient die Erhebung dieser Parameter vor allem dem
Ausschluss von Differentialdiagnosen oder der Einschatzung des Schweregrades der
Entzindung (Zielke, 2002). Dennoch gehen beispielsweise normale Leukozytenwerte mit
einer hohen Rate an Negativ-Appendektomien einher (Gronroos and Gronroos, 1999).
Die hochste diagnostische Sensitivitat hat laut Andersson eine Kombination von
Leukozyten und CRP (Andersson, 2004).

1.1.3.3  Bildgebung

Der Einsatz von bildgebenden Verfahren kann die diagnostische Sicherheit signifikant
erhohen. Insbesondere die Ultraschalluntersuchung ruackt immer weiter in den

Vordergrund. Die einfache und kostengunstige Durchfuhrung, schnelle Verfugbarkeit und
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Nebenwirkungsfreiheit tragen dazu bei, dass es sich zum Hauptverfahren in der
Darstellung der Appendix entwickelt hat (Rentea et al., 2017). Die Appendix kann haufig
uber den lliakalgefallen liegend dargestellt werden, sowohl eine subzokale als auch
retrozokale Lage kann wiedergegeben werden (Lee et al., 2005). Eine normale Appendix
erscheint in der Sonografie als komprimierbare, blind-endende Struktur mit einer
Wandstruktur ahnlich des Darmes und einem Durchmesser <6mm (Gongidi and Bellah,
2017). Der Wandaufbau besteht aus funf klar begrenzten Schichten: die aullerste
echogene Serosa, die hypoechogene Lamina muscularis propria, die hyperechogene
Submucosa, die echoarme Lamina muscularis mucosae und die innerste hyperechogene
Mucosa. Uberdies spielt die Abdomensonografie auch fiir die Differentialdiagnostik von
Schmerzen im rechten Unterbauch bei Kindern und Jugendlichen eine grof3e Rolle
(Gongidi and Bellah, 2017). Entitaten wie mesenteriale Lymphadenitis, Inflammationen
des Darmes, Meckel-Divertikel, Invaginationen, Urolithiasis und Pyelonephritis, sowie
geschlechtsspezifische Erkrankungen (Ovarialzysten, Ovarialtorsion etc.) konnen
dargestellt werden (Gongidi and Bellah, 2017, Peletti and Baldisserotto, 2006, Sung et
al., 2006).

Allerdings ist die Ultraschalluntersuchung stark vom Untersucher abhangig und die
Ergebnisse sehr variabel (Zielke et al., 2001). Die Darstellung der Appendix erfordert
zudem ein hohes MaR an Erfahrung und anatomische Gegebenheiten wie Ubergewicht
oder Gasuberlagerung erschweren die Untersuchung zusatzlich (Galindo Gallego et al.,
1998).

Besondere Bedeutung kommt der Ultraschalluntersuchung zu, wenn bereits
Komplikationen wie ein perityphilitischer Abszess oder eine freie Perforation mit
Flussigkeit im Abdomen vorliegen. Die perforierende Appendizitis wurde bereits in
mehreren Studien als Tucke der Ultraschalldiagnostik beschrieben (Tulin-Silver et al.,
2015). Die perforierte Appendix verliert ihre Beschaffenheit und kann dekomprimieren,

sodass sie strukturell nicht mehr dargestellt werden kann (Tulin-Silver et al., 2015).

Im Vergleich zur Sonografie kann die Computertomografie eine Sensibilitat und Spezifitat
von nahezu 100% aufweisen (Birnbaum and Wilson, 2000). Zudem sind die Ergebnisse
deutlich weniger abhangig vom Untersucher und Perforationen konnen sicher identifiziert
werden (Gongidi and Bellah, 2017). Doch die hohen Kosten und eingeschrankte
Verfugbarkeit limitieren den Einsatz. Zudem gehen CT-Untersuchungen mit einer hohen

Strahlenbelastung einher, die besonders, wenn im Kindesalter appliziert, zu einer deutlich
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erhohten Rate an Neoplasien fuhrt (Kim et al., 2014, Rosenbaum et al., 2017, Rentea et
al., 2017). AuBBerdem wird vor allem bei der Untersuchung von kleinen Kindern bei
altersentsprechend fehlender Compliance eine Sedierung notwendig. Insgesamt kommt
die CT-Untersuchung im deutschsprachigen Raum in der Routinediagnostik der AA nur

im Einzelfall zum Einsatz.

1.1.4 Therapie

1.1.4.1 Operative Therapie

Die operative Entfernung der Appendix stellt nach wie vor das Standardverfahren zur
Therapie der AA dar. Obwohl die Appendektomie eine haufige und bewahrte Operation
ist, besteht wenig Einigkeit Uber die Methode. In der Kinderchirurgie reicht die Bandbreite
der Verfahren von offen Uber laparoskopisch bis hin zur single-incision laparoscopic
surgery (SILS) (Bergholz et al., 2015, Tiboni et al., 2014). Metaanalysen und
systematische Reviews konnten zeigen, dass laparoskopische Appendektomien (LA) mit
signifikant niedrigeren Komplikationsraten, weniger postoperativen Schmerzen,
schnellerer Rekonvaleszenz und kurzerer Krankenhausverweildauer einhergehen
(Cheong and Emil, 2014, Li et al., 2010). Im deutschsprachigen Raum hat sich die LA
daher weitestgehend durchgesetzt, jedoch steigt die Anzahl der offenen Appendektomien
je junger die betroffenen Kinder sind. Vor allem das Timing der chirurgischen Intervention

wurde in den letzten Jahren kontrovers diskutiert.

1.1.4.2 Konservative Therapie

Trotz der Fortschritte in der operativen Technik der chirurgischen Entfernung der
Appendix geht mit der Appendektomie im Kindesalter eine signifikante Morbiditat und
Mortalitat einher. Man geht davon aus, dass es sich bei Kindern und geriatrischen
Patienten in bis zu 50% um sogenannte Negativ-Appendektomien ohne
histopathologischen Nachweis einer Entzindung handelt, sinngemal Ubersetzt also um
unnotige Appendektomien (Sack et al., 2006). Eine finnische Studie postulierte zudem,
dass 75-85% aller unkomplizierten Appendizitiden konservativ mit einer antibiotischen
Therapie behandelt werden konnen (Paajanen et al., 2013). In der Summe ergibt sich

daraus pro Jahr gerechnet ein enormes Patientenkollektiv, dem ein invasiver Eingriff
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erspart werden konnte. Hinzu kommen die Kostenersparnisse durch teure Operationen
und die langere stationare Verweildauer (Paajanen et al., 2013).

Eine schwedische Pilotstudie konnte bereits die Effektivitat und Sicherheit einer
konservativen Therapie mit Antibiotika bei Kindern zeigen (Svensson et al., 2015). Aktuell
erfolgt die prospektive multizentrische, randomisierte Studie zur konservativen Therapie
bei Verdacht auf akute unkomplizierte Appendizitis, das Studienprotokoll wurde bereits
veroffentlicht (Hall et al., 2017). Der Vorteil einer konservativen Therapie bei akuter
Appendizitis im Kindesalter ist nicht nur die Vermeidung des immer mit einer Operation
einhergehenden  Gewebe-Traumas, sondern auch die Umgehung einer
Allgemeinanasthesie und moglicher Konsequenzen und Risiken, sowie der soziale
Aspekt einer Operation und Hospitalisierung. Die Inzidenz von relevanten Anasthesie-
bezogenen Komplikationen in padiatrischen Kohorten ist mit 3,4% erheblich und
vergleichbar mit erwachsenen Kohorten (de Graaff et al., 2015). In unseren Studien mit
einer Population von insgesamt mehr als 1400 Appendektomien traten keinerlei
anasthesiologische Komplikationen auf. Entscheidend ist jedoch, dass in unserer Klinik
alle Narkosen an Kindern von speziell geschulten Kinderanasthesisten durchgefluhrt
werden, wahrend in Deutschland mehr als 2/3 aller Narkosen im Rahmen von
Appendektomien im Kindesalter von padiatrisch nicht-geschulten Anasthesisten in
allgemeinchirurgischen Abteilungen vollzogen werden (Gosemann et al., 2016). Die
Komplikationsraten konnten daher in diesem Setting deutlich hoher liegen.

Die bisherigen Daten zur konservativen Therapie beziehen sich ausschlieBlich auf
erwachsene Populationen und alle konservativen Therapieansatze beschranken sich
ausschlielich auf Patienten mit vermuteter unkomplizierter Appendizitis, obwohl bisher
kein valides Verfahren zur Unterscheidung der Entitaten etabliert wurde (Hansson et al.,
2009, Salminen et al., 2015, Styrud et al., 2006, Vons et al., 2011, Wilms et al., 2011).

1.2 Fragestellung

Die Zielstellung der hier gesammelten Studien war die Etablierung eines Models zur
praoperativen Entscheidungsfindung bei klinisch vermuteter akuter Appendizitis im
Kindesalter. Aufgrund der Unzuverlassigkeit der klinischen Prasentation insbesondere
bei sehr jungen Kindern lag der Fokus auf Untersucher-unabhangigen Parametern wie

der routinemalig abgenommenen Labordiagnostik und regelmaldig durchgefuhrten
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Ultraschalldiagnostik. Zusammenfassend wurden in den vorliegenden Arbeiten zwei

Fragestellungen bearbeitet:

1.) Welche Parameter im Rahmen der Labor- und sonografischen Routinediagnostik
konnen fur die Unterscheidung von unkomplizierter und komplizierter
Appendizitis genutzt werden?

2.) Lassen sich KI-Methoden auf Basis objektiver Parameter zur Diagnostik bei der
Appendizitis im Kindesalter und insbesondere zur Differenzierung von

unkomplizierter und komplizierter Appendizitis nutzen?
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2 Material und Methoden

Alle Patienten der hier genannten Studien wurden in der Kinderchirugie des Otto-
Heubner-Centrum, Charité Universitatsmedizin Berlin, Berlin, behandelt. Bei den hier
vorliegenden Arbeiten handelt es sich um retrospektive Datenanalysen.

2.1 Patientendaten

Fur die Erhebung des Patientenkollektivs wurde eine computergestutzte Datensuche
mittels ,OpDIS Support System® der Charité durchgefuhrt, um alle Patienten unter 18
Jahren, die im Zeitraum Januar 2008 bis Juni 2016 gemal ICD-10 (International
Classification of Diseases) unter der Verdachtsdiagnose einer akuten Appendizitis in der
Kinderchirurgie der Charité behandelt wurden, zu identifizieren. Hierfur wurden alle K35-
Diagnosen geltend gemacht. Aus der mit diesem System erstellten Kohorte wurden
lediglich appendektomierte Patienten in die Datensammlung eingeschlossen.

Die Patientendaten wurden aus den Patientenakten sowie den vorliegenden
Operationsberichten und Anasthesie-Protokollen extrahiert und im Softwareprogramm
Excel 2011 (Microsoft Office fur Mac, Microsoft Corporation 2010, Redmond, USA)
erfasst. Patienten, die aufgrund der codierten Diagnosen mehrfach aufgefuhrt wurden,
zum Beispiel aufgrund von Wiederaufnahme bei postoperativen Komplikationen,
Rezidiven oder Intervall-Appendektomien, wurden lediglich unter der mit einer
Appendektomie als chirurgische Intervention verbundenen Fallnummer gelistet.

Fur alle Studien wurden nur Patienten eingeschlossen, die auf Basis der Krankenakte
vollstandige Datensatze fur alle zu untersuchenden Parameter aufwiesen.

Unvollstandige Datensatze fuhrten demnach zum sofortigen Ausschluss.

2.2 Methoden

Die eingeschlossenen Patienten wurden in allen drei Studien anhand ihres
histopathologischen Ergebnisses entsprechend der Definition vorangegangener Studien
in folgende Gruppen eingeteilt (Fallon et al., 2013a, Fallon et al., 2013b, Fallon et al.,
2015, St Peter et al., 2008):
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Phlegmondése Appendizitis :

Die Appendix ist entzindlich aufgetrieben und hyperamisch; alle Wandschichten
zeigen ein ausgepragtes granulozytares Infiltrat und die Serosa weist ein fibrindsen
Belag auf.

Gangrédndése Appendizitis:

Es finden sich ischamische Areale, Myonekrosen und gegebenenfalls Abszesse in
allen Wandschichten.

Perforierende Appendizitis:

Es zeigt sich ein vollstandiger transmuraler Defekt. Haufig findet sich zudem eine

Periappendizitis, bei der ist zudem das Mesenteriolum mitbetroffen.

Negqgativ-Appendizitis:

Es liegt kein Kriterium fur die Einordnung in eine der anderen Gruppen oder eine
unabhangige andere pathologische Veranderung der Appendix vor.

Bei Abweichung des OP-Berichtes bzw. des verschriftlichten Eindrucks des operierenden
Chirurgen vom histopathologischen Befund erfolgte die Gruppenzuteilung immer auf
Basis der Histologie.

2.2.1 Studiel

Die Daten aller Patienten zwischen 7 und 14 Jahren, die im Zeitraum von Januar 2008
und Juni 2016 in der Kinderchirurgie der Charité appendektomiert wurden, wurden
retrospektiv ausgewertet. Die praoperative Diagnostik fur eine vermutete Appendizitis
umfasst in der Kinderchirurgie der Charité neben einem CRP-Wert stets ein
Differentialblutbild (inklusive Leukozyten, Monozyten, neutrophile Granulozyten,
eosinophile Granulozyten, basophile Granulozyten und Lymphozyten). Zusatzlich zum
Differentialblutbild wurde die Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio fur jeden Patienten
errechnet, indem die totale Anzahl der neutrophilen Leukozyten durch die Anzahl der
Lymphozyten geteilt wurde. Fur die Analyse der Laborwerte wurden jeweils die bei
stationarer Aufnahme erhobenen Werte berucksichtigt.

Um eine Vergleichbarkeit der Gruppen zu gewahrleisten, wurden aul’erdem Alter,
Geschlechterverteilung und folgende Zeitintervalle verglichen: der zeitliche Verlauf der
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Symptomatik und die zeitliche Verzégerung bis zur Operation. Beginn der Symptomatik
wurde definiert als der Zeitpunkt, seit dem der Schmerz bis zur Vorstellung in der
Rettungsstelle persistierte. Zusatzlich wurde vergleichend die zeitliche Entwicklung von
innerhalb definierter Zeitintervalle nach Auftreten der Symptome betrachtet: 0-12h, >12-
24h, >24-36h, >36-48h, >2-3d, >3-4d. Bei vagen Zeitangaben, wie beispielsweise
.,morgens®, ;mittags®, ,abends” oder ,nachts” wurde der Zeitpunkt des Symptombeginns
jeweils 6, 12, 18 oder 24 Uhr zugeordnet. Uhrzeitliche Angaben der Patienten oder deren
Eltern wurden + 30 Minuten auf-/abgerundet. Symptomdauern von mehr als 48 Stunden
wurden auf ganze Tage auf-/abgerundet und sind demnach + 12 Stunden angegeben.
Die Symptomdauer ist in Tagen angegeben und in Dezimalform dargestellt. Die
Zeitspanne zwischen Aufnahme und Operation wurde anhand der im SAP-System
hinterlegten Zeit des ersten Arztkontaktes und den im Operationsbericht hinterlegten OP-
Beginn berechnet und auf volle Stunden aufgerundet. CRP und Leukozyten-Werte
wurden zusatzlich innerhalb dieser Zeitintervalle betrachtet und verglichen. Mittelwerte
der Zeitintervalle gelten als aussagekraftig, wenn wenigstens 10 Patienten pro Zeiteinheit

eingeschlossen werden konnten.

Ausschlusskriterien  beinhalteten  Vorerkrankungen, elektive  Appendektomie,
praoperative Einnahme von Antibiotika, fehlendes Einverstandnis der Patienten/Eltern
und unvollstandige Daten.

Gemal ihrer Histopathologie wurde die Kohorte anhand der oben genannten Kriterien in
drei Gruppen klassifiziert: phlegmonds (ph), gangrands (Akdis et al., 2011) und

perforierend (Pecaric-Petkovic et al., 2009).

2.2.2 Studiell

Alle appendektomierten Patienten unter 18 Jahren, die im Zeitraum von Januar 2008 bis
Juni 2016 appendektomiert wurden, wurden verglichen. Neben Stammdaten und
Laborergebnissen wie in Studie | wurden nochmals die klinischen Verlaufe der Patienten
evaluiert. Zeitverlaufe wurden wiederum in Intervalle von jeweils 12 Stunden nach dem
Auftreten erster Symptome unterteilt: 0-12h, 12-24h, 24-36h, 36-48h, 48-72h, >72h.
Patienten mit einer Symptomdauer mit einer langeren Symptomdauer wurden in der
Kategorie >72h zusammengefasst. Laborwerte wurden gegen die zeitliche Spanne der
Symptomdauer, Latenz zwischen stationarer Aufnahme oder der totalen Zeitspanne

aufgetragen.
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Die Ausschlusskriterien entsprechen denen aus Studie |. Zusatzlich wurden alle
Patienten, die unabhangige histopathologische Auffalligkeiten wie Dbeispielsweise
Karzinoide oder Oxyuriasis zeigten ausgeschlossen.

Gemal ihrer Histopathologie wurde die Kohorte anhand der oben genannten Kriterien in
4 Gruppen klassifiziert: phlegmonds (unkompliziert, uc), gangrands (Akdis et al.) und
perforierend (Pecaric-Petkovic et al.) (gg+pf, zusammengefasst als kompliziert, co) und
Negativ (Kontrollgruppe, neg) (Carr, 2000, Fallon et al., 2015).

2.2.3 Studiellll

Es wurden alle Patienten im Alter von 0 bis 17 Jahren retrospektiv untersucht, die
zwischen Dezember 2006 und September 2016 eine praoperative Ultraschalldiagnostik
unter der Verdachtsdiagnose einer akuten Appendizitis erhielten. Patientenakten wurden
hinsichtlich der Stammdaten (s.o.), sowie Zeitpunkt der stationaren Aufnahme und
Operation, Histopathologie und Ultraschallbefund untersucht. Die Ausschlusskriterien
entsprachen denen in Studie Il.

Alle Sonografien wurden von erfahrenen Facharzten der Abteilung fur Kinderradiologie
durchgefuhrt oder supervidiert. Abhangig von der Konstitution des Patienten wurde ein
Konvex- oder Linear-Schallkopf durchgefuhrt (1 MHz vs. 12 MHz). Die Befunde der
Sonografien wurden hinsichtlich routinemallig beschriebener Befunde analysiert, welche
auch in vorangegangen Studien untersucht wurden (Blumfield et al., 2013, Carpenter et
al., 2017, Tulin-Silver et al., 2015):
» Durchmesser der Appendix: Gemessen jeweils von aul3erster Schicht zu
aulerster Schicht
» Wandddem: Ausloschung der einzelnen Wandschichten
» Entziindung von periappendizitischen Fettgewebe: erhOhte Echogenitat des
periappenidizitischen Gewebes
> freie intraabdominelle Fliissigkeit: einfache und formierte
Flussigkeitsansammlungen ohne Berucksichtigung der Lokalosation
Abszessformation: Berandeter periappendizitischer Flussigkeitsverhalt
Konglomerate: Appendix ununterscheidbar mit intestinalen Strukturen verbacken
Appendikolith: Intraluminaler hyperechogener Focus mit akustischem Schatten

vV V V V

Lymphadenitis mesenterialis: Sonografisch detektierbare mesenteriale

Lymphknoten
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In einigen Fallen wurde vom Radiologen eine Perforation vermutet aufgrund der

gesehenen pathologischen Strukturen.

Vage Ultraschallbefunde wurden wahrend des Analyse-Prozesses mit den dienstaltesten
Kinderradiologen diskutiert und entsprechend der definierten Kategorien eingeordnet.

Das Patientenkollektiv wurde anhand die histopathologischen Befunde in drei Gruppen
entsprechend den oben genannten Kriterien (s. 2.2) eingeteilt: phlegmondse Appendizitis
(AUA), gangranose Appendizitis und Perforierende Appendizitis (zusammengefasst als
ACA).

2.2.4 Studie IV

In Kooperation mit der OakLabs GmbH in Henningsdorf wurden einige der erhobenen
Parameter aus Studie [, Il und Il (Differentialblutbild, CRP, Appendix-Durchmesser)
einem Algorithmus fur maschinelles Lernen unterzogen, um eine Vorhersage der

histopathologischen Entitat zu generieren.

Parameter von insgesamt 937 Patienten im Alter von 0-17 Jahren, sowie von 240
Patienten mit histopathologisch negativem Befund wurden retrospektiv mit Algorithmen
aus dem maschinellen Lernen (ML) und der kunstlichen Intelligenz (Kl) analysiert. Als
Parameter wurden verwendet: Differentialblutbilder, C-reaktives Protein (CRP) und
sonographisch gemessener Appendixdurchmesser. Ein Algorithmus fur maschinelles
Lernen wurde verwendet, um ein Pradiktionsmodel fur die Diagnostik einer akuten
Appendizitis zu kreieren, basierend auf relevanten Biomarkern. Der Prozess war unterteilt
in Erkenntnis- und Validierungsphase:
1) Die Modelkonstruktion und Auswahl der Biomarker aus den erhobenen
Parametern erfolgte an einem Anteil der Daten, genannt ,discovery set"
2) Die Leistungsfahigkeit des endgultigen Models wurde am zweiten Abschnitt der
Daten, genannte ,validation set® getestet.

Die Eingabedaten setzten sich aus n Proben zusammen, wovon jede einzelne durch p
Variablen bestehend aus den bekannten Biomarkern charakterisiert wurde.
Dementsprechend ergab sich eine Datenmatrix X mit n Zeilen und p Spalten.

Wahrend der Erkenntnis-Phase wurde zunachst eine Sequenz der bestimmten
Parameter erstellt (bms, ....,bm;,..., bmm) und anschlieRend eine binare Klassifikation
eingesetzt wie in einem linearen Model mit den Spalten ppm;j entsprechend denen der
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Biomarker-Reihen. Die Parameter des linearen Models wurden mittels Limited -memory
BFGS (LBFGS) Algorithmus optimiert. Aufgrund der unterschiedlichen StichprobengrofRe
in den beiden Gruppen (‘complicated' + 'uncomplicated'/ 'negative') wurden die Lernfehler
verhaltnismalig zu der Gruppe mit der gro3eren Stichprobengrofle mit einer
Gewichtskoeffizienten wahrend des Optimierungsprozesses bewertet. Auf diese Art und
Weise wurde die Qualitat einer jeden Biomarker-Reihe mit derselben Genauigkeit wie die

Kreuzvalidierung gemessen.

Es wurde zudem versucht, selektiv den Einfluss der sonografischen Parameter innerhalb
der Biomarker-Reihe zu untersuchen. Zur Befundung einer Appendizitis wurden 390
Patienten verwendet zur Validierung der Biomarker-Reihe, welche ausschliellich aus
Labor-Parametern bestand. Weitere 350 Patienten wurden zur Validierung von
Biomarker-Reihe, welche sonographische Parameter einschlossen. Zur Differenzierung
von komplizierter und unkomplizierter Appendizitis wurden nochmals 395 Patienten mit
reinen Labor-Biomarker-Reihen validiert, wahrend 337 Patienten mit zusatzlichen
Sonographie-Parametern in den Biomarker-Reihen validiert wurden.

2.3 Statistik

Zur statistischen Analyse wurden GraphPad Prism Software (Version 6.0f, La Jolla, CA)
und SPSS (IBM, Version 25) genutzt.

Da es sich bei allen Studien um retrospektive Datenanalyse handelt, wurden keine
Stichprobengrofien (Leistungsanalyse) berechnet. Dennoch haben alle hier aufgefuhrten

Studien eine suffiziente Teststarke, um auch kleine EffektgroRen zu zeigen.

Deskriptive Verfahren wie die Errechnung des Mittelwerts, der Standardabweichung und
Standardfehler wurden zur Erfassung von Haufigkeiten verwendet. Daten werden als
Mittelwerte +  Standardabweichung und  Standardfehler angegeben. Das

Signifikanzniveau lag bei p < 0.01.

2.3.1 Studielundll

Mittels Youden’s Index (= Sensitivitat + Spezifitat — 1) wurden anhand von ROC-Kurven
(Receiver-Operating-Characteristic-Kurve) Signifikanzen evaluiert. Parameter, deren
errechnete Flache unter der Kurve groRer als 0,5 war, wurden als relevanter Parameter

zur Unterscheidung zwischen komplizierter und phlegmondser Appendizitis erachtet.
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Trotz der dabei etablierten Grenzwerte zielte diese Berechnung nicht auf die Etablierung
klinisch relevanter Werte zur Unterscheidung der Entitaten ab. Vielmehr war das Ziel die
Stutzung unserer Hypothese von unterschiedlichen Entitdten der Entzindung. Nach
Ausschluss der Normalverteilung durch Box-Plot-Analyse, fuhrten wir einen Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test durch zur Uberprifung der Signifikanz der unverbundenen

Stichproben, sowie eine Chi-Quadrat-Berechnung fur die kategorialen Variablen.

2.3.2 Studielll

Kategoriale Variablen wurden als Haufigkeiten und Prozente angegeben, kontinuierliche
Variablen als Mittelwert + Standardabweichung. Fur jeden sonografischen Parameter
wurden hinsichtlich der histopathologischen Diagnose einer komplizierten Appendizitis
univariate Regressionsanalysen durchgefuhrt. Um ein adaquates Model fur die
Regressionsanalyse aufzustellen, wurde zunachst eine Ruckwartselimination basierend
auf der Likelihood-Funktion durchgefuhrt, sodass Variablen mit p = 0.1 ausgeklammert
wurden. Daher wurden lediglich die folgenden Parameter in der Regressionsanalyse
bertcksichtigt:  Appendixdurchmesser, Entzindung des periappenidzitischen
Fettgewebes, Bildung von Konglomeraten, Anwesenheit eines Appendikolith oder vom
Radiologen vermuteter Perforation.

Ergebnisse wurde als Chancenverhaltnis (Odds Ratio, OR) mit einem Konfidenzintervall
(KI) von 95% dargestellt. Fur jeden berucksichtigten sonografischen Parameter wurde
Sensitivitat, Spezifitat und der positive und negative Vorhersagewert berechnet.

2.3.3 Studie IV

Das beste Model mit den passenden Koeffizienten wurde verwendet, um die Diagnose
eines Patienten mit Klassenwahrscheinlichkeit vorherzusagen. Die resultierenden
Klassenwahrscheinlichkeiten konnen als Grenzwerte zwischen den Klassenprognosen
interpretiert werden. Jeder Grenzwert stellt einen Zielkonflikt des Models dar, die Anzahl
der echten/falschen Positiven und echten/falschen Negativen vorherzusagen.

Die diagnostischen Fahigkeiten des Models (Sensibilitat und Spezifitat) wurden anhand
eines Validierungssets gepruft, bei welchem die prognostizierten echten/falschen
Positiven zu verschiedenen Grenzwerten gezahlt wurden. Die Ergebnisse wurden mittels
ROC-Graphen dargestellt.
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Die Fehlerquotienten fur Interessenspunkte in den ROC Graphen wurden mit Hilfe von
Boostrap-Stichprobenwiederholung ermittelt. Wahrend der ROC-Analyse wurden die
Ergebnisse der Biomarker-Signaturen mit folgenden Laborparametern verglichen: CRP,
Leukozyten und Neutrophile Granulozyten. Ausgewahlte Punkte der ROC-Kurve, die mit
Youden’s Index errechnet wurden, wiesen eine hohe Sensibilitat mit hochst moglicher
Spezifitat auf. Ziel dieser Auswahl war es so viele Patienten wie moglich zu
diagnostizieren und nicht-erkrankte Patienten mit hoher Wahrscheinlichkeit ausschlief3en

zu kdénnen.

2.4 Wissenschaftliche Praxis

Patientendaten wurden jeweils von zwei verschiedenen Personen unabhangig gesichtet
und ausgewertet. Im Falle widerspruchlicher Daten wurden die Ergebnisse diskutiert und
gegebenenfalls korrigiert. Ein erfahrener Wissenschaftler kontrollierte alle Daten und
Ergebnisse. Aus Datenschutzgrinden wurden alle Patienten durch eine Fallzahl
verschlusselt, sodass nur Personal mit Zugang zum internen Charite-SAP-System die

Daten ruckverfolgen konnen.

2.5 Ethik

Fir die retrospektive Analyse aller hier aufgefuhrten Daten wurde ein Ethikvotum unter
der Antragsnummer EA2/169/18 eingeholt.

Ein generelles Einverstandnis fur pseudonymisierte, retrospektive Datenanalysen wurde
routinemalig von allen Patienten bzw. deren gesetzlichen Vertretern im Rahmen der

stationaren Aufnahme eingeholt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studiel

931 Appendektomien wurden im Zeitraum von Januar 2008 bis Juni 2016 an Kindern im
Alter von 7-14 Jahren durchgefuhrt. Insgesamt wurden 284 Patienten aufgrund der
festgelegten Kriterien ausgeschlossen. Folglich wurde eine Studienpopulation von 647
Patienten in die Studie eingeschlossen. Davon zeigten 395 Patienten (61.1%) eine
phlegmondse (unkomplizierte) Appendizitis, 252 Patienten (38.9%) eine komplizierte
Appendizitis (Gangranose Appendizitis n=73, 11.3%, Perforierende Appendizitis
n=179, 27.7%). 390 Kinder (60.3%) waren mannlichen Geschlechts ohne signifikante
Unterschiede bezuglich der Geschlechterverteilung zwischen den Gruppen. Ebenso gab
es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen in der Altersverteilung
[11.7+4.1 (ph) vs. 10.6 £ 2.1 (co)].

Die durchschnittliche Zeitspanne zwischen Beginn der Symptome und Operation war bei
gangrandser und phlegmondser Entzindung vergleichbar [1.9+1.1 Tage (ph) vs.
1.8+1.2 Tage ; P> 0.01]. Beide Gruppen lagen jedoch weit unter den Werten der Gruppe
mit perforierenden Appendizitiden (2.5 + 2.0 Tage; P <0.0001 und P<0.001, respektive).
Hinsichtlich der Latenz zwischen stationarer Aufnahme und Operation gab es keine
signifikanten Unterschiede: Komplizierte Appendizitis 9.2+10.2 h, phlegmondse
Appendizitis 9.8 £8.6 h (P> 0.01).

Die Entziundungsverlaufe der Patienten mit komplizierter Appendizitis war
gekennzeichnet durch einen konstanten Anstieg der CRP-Wert von durchschnittlich 27.5
mg/L innerhalb der ersten 12 Stunden nach Symptombeginn auf durchschnittlich 107.98
mg/L am vierten Tag nach Symptombeginn. Patienten mit phlegmondser Appendizitis
zeigten einen ahnlichen Verlauf, jedoch auf einem signifikant geringeren Niveau mit
6.65 mg/L innerhalb der ersten 12 Stunden bis zu einem Maximum von 24.57 mg/L nach
>24h. Nach 36 Stunden beschrieben die CRP-Werte in der phlegmondsen Gruppe
jedoch einen Abfall bis auf 19.75mg/L (>3-4 Tage). Im Verlauf zeigten die
durchschnittlichen Leukozyten-Werte einen geringen Ruckgang bei Patienten mit ACA
(Maximum 16.97 x 109/L 0—-12 h, Minimum 14.1 x 109/L > 3—4 Tage), lagen dabei aber
konstant Uber denen der Patienten mit phlegmondser Appendizitis (Maximum
15.79 x 109/L 0-12 h, Minimum 8.9 x 109/L > 3—4 Tage).
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Die Leukozytenzahlen waren insgesamt signifikant erhoht bei Patienten mit komplizierter
Appendizitis gegenuber denen mit phlegmondser Entziindung [16.1 £4.1 x 109/L (co) vs.
14.1+4.8x109/L (ph), P<0.0001]. Bei Betrachtung der einzelnen Bestandteile des
Differentialblutbildes zeigten Kinder mit komplizierter Appendizitis signifikant hohere
Werte fur neutrophile Granulozyten und Monozyten [neutrophile Granulozyten:
13.56+£3.8x109/L (co) vs. 11.6+£45x109/L (ph), P<0.0001; Monozyten:
1.16 £ 0.5 % 109/L (co) vs. 0.93 £0.33 x 109/L (ph), P<0.0001].

Im Gegensatz dazu konnte bei der phlegmondsen Appendizitis eine signifikante relative
Eosinophilie und Basophilie gezeigt werden [eosinophile  Granulozyten:
0.11+£0.19x109/L (ph) vs. 0.046+0.104x109/L (co), P<0.0001; basophile
Granulozyten: 0.033 +0.031 x 109/L (ph) vs. 0.028 £ 0.024 x 109/L (co), P<0.001]. Die
Werte der Lymphozyten waren im Vergleich deutlich erniedrigt bei Patienten mit
komplizierter Appendizitis [1.31+0.59x109/L (co) vs. 1.8+0.83x109/L (ph),
P <0.0001]. Die Werte der zellularen Subkompartimente der Leukozyten waren, wie auch

die Leukozyten als Ganzes betrachtet, uber die Zeit stabil.

Alle untersuchten Subpopulationen zeigten in der ROC-Kurven-Analyse signifikante
Unterschiede zwischen Patienten mit komplizierter und phlegmondser Appendizitis (AUC
>0.5): (Leukozyten: AUC 0.617, P<0.0001, 95% CI 0.574-0.661; Neutrophile
Granulozyten: AUC 0.648, P<0.01, 95% CIl 0.600-0.696; Monozyten: AUC 0.694,
P<0.0001, 95% CI 0.609-0.779; Eosinophile Granulozyten: AUC 0.709, P<0.0001,
95% CI 0.661-0.757; Basophile Granulozyten: AUC 0.598, P<0.001, 95% CI 0.546—
0.651; Lymphozyten: 0.681, P<0.0001, 95% CI 0.633-0.729). Es wurden aufgrund der
differenzierenden Resultate Cut-Off-Werte, entsprechend den mittels Youden’s Index
errechneten prominentesten Punkten der ROC-Kurve, identifiziert zur Unterscheidung
von komplizierten und phlegmondsen Entzindungen. Die errechneten Werte lagen
dementsprechend bei >13.58 fur Leukozyten (Sensitivitat 70.24, Spezifitat 48.35), > 9.69
fur Neutrophile Granulozyten (Sensitivitat 77.08, Spezifitat 45.48), > 1.235 fur Monozyten
(Sensitivitat 42.11, Spezifitat 83.49), <0.0150 fur Eosinophile Granulozyten (Sensitivitat
60, Spezifitat 72.56), <0.0250 fur Basophile Granulozyten (Sensitivitat 57.95, Spezifitat
57.05) und < 1.551 fur Lymphozyten (Sensitivitat 72.63, Spezifitat 55.76).
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3.2 Studielll

1448 Appendektomien wurden zwischen Januar 2008 und Juni 2016 an Kindern unter 18
Jahren durchgefuhrt. 407 Patienten wurden aufgrund der oben genannten Kriterien

ausgeschlossen, sodass insgesamt 1041 Patienten eingeschlossen wurden.

Bei 489 Patienten (47%) lag eine unkomplizierte Appendizitis vor, bei 369 Patienten
(35.4%) eine komplizierte Appendizitis, davon konnte bei 88 Patienten (8.5%) eine
gangranose Appendizitis gezeigt werden, in 281 Fallen eine perforierende Appendizitis
(27%). Fur die Kontrollgruppe wurden 183 Patienten identifiziert (17.6%)

Bei den epidemiologischen Daten zeigte sich, dass mannliches Geschlecht haufiger
vorlag (n=596, 57.3%), Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in der
Altersverteilung [10.6 £ 3.0 (Beltran et al.) vs. 9.6 £ 3.8 (co) vs. 11.7 £ 4.1 (neg)] zwischen
den einzelnen Gruppen [unkompliziert (Beltran et al.), kompliziert (co) and Negativ (neg)

Appendizitis].

Die durchschnittliche Zeitspanne zwischen Symptombeginn und Operation war in den
Gruppen mit unkomplizierter und komplizierter Appendizitis jeweils vergleichbar (9.2 + 8.7
vs. 7.8 £9.8 h; p=n.s.), allerdings zeigten beide Gruppen signifikant kirzere Zeitspannen
im Vergleich mit der Kontrollgruppe (16.4 + 18.2 h; p <0.01).

Fur die Berechnung der zellularen Bestandteile des Differentialbluts und der CRP-Werte
vor dem Hintergrund der Zeitverlaufe konnte eine suffiziente Anzahl an Patienten nur fur

Zeitwerte bis maximal 3 Tage errechnet werden.

Der Verlauf der Entzundung bei Patienten mit komplizierter Appendizitis war
gekennzeichnet von einem schnellen Anstieg der durchschnittichen CRP-Werte,
anfanglich bei 11.4 £ 3.2 mg/L innerhalb der ersten 12 Stunden nach Symptombeginn,
erreichten Patienten nach >72h Symptomdauer Werte von durchschnittlich 105.1 + 83.8
mg/L. Patienten mit unkomplizierter Appendizitis zeigten einen anderen Verlauf: mit
bereits initial signifikant niedrigeren CRP-Werten (3.4 £2.2 mg/L) erreichten diese das
Maximum nach >24-36h (25.6 + 17.1 mg/L). Die Kontrollgruppe zeigte einen ahnlichen
Verlauf wie die unkomplizierten Appendizitiden hinsichtlich der CRP-Werte mit einem

anfanglichen Minimum bei 1.5+ 1.3 mg/L und einem Maximum von 13.6 + 13.1 mg/L.

Unter Beachtung der Zeit waren die Leukozyten bei Patienten mit komplizierter
Appendizitis stabil (0-12 h: 17.3+£3.7x109/L, >72h: 16.1+£3.1x109/L) und lagen
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konstant Uber den Werten der Patienten mit unkomplizierter Appendizitis (0—-12 h:
15.8+4.1x109/L, >72h: 13.4+5.8x109/L) sowie der Kontrollgruppe (0-12 h:
121+4.4%x109/L, >72 h: 9.5+ 5.0 x 109/L).

Unterteilt in die einzelnen Anteile des Differentialblutbildes zeigten Kinder mit
komplizierter Appendizitis konstant erhohte Werte hinsichtlich der Anzahl der
Neutrophilen Granulozyten und Monozyten im Vergleich mit Kindern mit unkomplizierter
Appendizitis oder der Kontrollgruppe [Neutrophile Granulozyten: 0-12 h:
15.3+£3.3x109/L, >72 h: 12.6+4.9x 109/L (co) vs. 0-12 h: 12.7+3.8 x 109/L, >72 h:
10.9+£5.7 x 109/L (Beltran et al.) vs. 0-12 h: 9.2+4.0x 109/L, >72 h: 6.7 £3.8 x 109/L
(neg); Monozyten: 0-12 h: 1.2+£0.6 x 109/L, >72 h: 1.2+0.5x 109/L (co) vs. 0-12 h:
0.9+0.3x109/L, >72 h: 0.9+£0.4 x 109/L (Beltran et al.) vs. 0-12 h: 0.8+ 0.4 x 109/L,
>72 h: 0.8+0.3x109/L (neg)]. Im Gegensatz dazu zeigte die Gruppe der
unkomplizierten Appendizitis Uber den gesamten Verlauf deutlich erhohte Werte an
eosinophilen Granulozyten im Vergleich mit der Gruppe der komplizierten Appendizitis
[0-12h: 0.003+0.005x109/L, >72h: 0.038+0.055%x109/L (co) vs. 0-12h:
0.043+£0.042 x109/L, >72 h: 0.039+0.047 x 109/L (Beltran et al.)]. Der Verlauf der
Entzindung hinsichtlich der Werte der basophilen Granulozyten zeigt eine relative
Basophilie Uber die Zeit. Die Lymphozyten-Werte waren vergleichsweise erniedrigt bei
Patienten mit komplizierter Appendizitis [0-12 h: 0.023+0.013 x109/L, >72 h:
0.029 +£0.015 x 109/L (co) vs. 0—12 h: 1.646 £ 0.758 x 109/L, > 72 h: 1.91 £0.898 x 109/L
(Beltran et al.) vs. 0—12 h: 2.087 + 1.326 x 109/L, > 72 h: 2.096 + 0.885 x 109/L (neg)].

Die Auswertung der ROC-Kurven zeigte suffiziente Werte >0.5 in Bezug auf CRP und
alle untersuchten Bestandteile des Differentialblutbildes innerhalb beinahe aller

definierten Zeitabschnitte.

3.3 Studielll

Insgesamt 1102 Patienten wurden im gegebenen Zeitraum per Ultraschall diagnostiziert
und anschlieRend appendektomiert. Davon konnten 1017 in die Studie eingeschlossen
werden. 56% der Patienten (n=566) waren mannlich, 451 (44%) weiblich. Bei 794
Patienten (78%) konnte eine AA histopathologisch nachgewiesen werden, davon hatten
446 Patienten (56%) eine phlegmondse Appendizitis (AUA) und 348 (44%) eine

29



komplizierte Appendizitis (ACA). Die Rate der Negativ-Appendektomien lag bei 22%
(n=223).

Das durchschnittliche Alter betrug 10.7 Jahre. Patienten mit nachgewiesener AA (AUA
und ACA) waren signifikant junger als Patienten, bei denen sich die Diagnose nicht
bestatigte (10.2 (0-17) vs. 12.3 (1-17), P <.001). Die Appendix konnte in 862 Fallen (85%)
sonografisch dargestellt werden, bei den Patienten, die keine histopathologisch
bewiesene Appendizitis hatten, gelang die Darstellung der Appendix nur in 24% (n = 54,
24% vs. n =101, 13%; P<0.001) der Falle. Patienten mit AA (AUA und ACA) hatten eine
signifikant grof3eren Appendix-Durchmesser als Patienten ohne AA (9.8 £+ 2.5 mmvs. 7.2
+ 1.6 mm, P < 0.001). Die Befunde, in denen die Radiologen eine phlegmondse
Appendizitis vermuteten (n=180, 18%), stimmten in 48% mit der histologischen
Untersuchung uberein. In 145 Fallen (14%) vermuteten die Radiologen eine
perforierende Appendizitis, dies bestatigte sich in 67% (n=97). In 692 radiologischen

Befundes (68%) war keine Differenzierung zwischen AUA und ACA erkennbar.

In der Gruppe der Patienten mit ACA (n= 348) hatten 270 (78%) eine Perforation, 78
(22%) eine gangranose Appendizitis. Das durchschnittliche Alter der Kinder mit ACA lag
bei 9.4 Jahren (0-17) und war damit signifikant geringer als bei Kindern mit AUA (10.9 (1-
17), P<0.001). Der Appendix-Durchmesser war bei ACA signifikant groRRer als bei AUA
(10.5+£2.6 mmyvs. 9.3 +2.2 mm, P <.001).

In der univariaten Regressionsanalyse waren folgende sonografische Parameter
signifikant mit einer ACA assoziiert: vergroRerter Appendix-Durchmesser (OR = 1.3,
P<0.001), (OR = 2.3, P<0.001), freie FlUssigkeit intraabdominal (OR = 1.4, P = 0.02),
Abszess (OR = 14.0, P<0.001), Konglomerate (OR = 17.7, P<0.001), Nachweis eines
Appendikolithen (OR = 2.3, P<0.001) und vom Radiologen vermutete Perforation (OR =
8.8, P<0.001).

In der multivariaten Regressionsanalyse ergaben sich nur fur Appendix-Durchmesser
(OR =1.3, P<0.001), periappendizitische Fettinflammation (OR = 1.5, P=0.02), Nachweis
eines Appendikolithen (OR = 1.7, P=0.01) und vom Radiologen vermutete Perforation
(OR = 6.0, P<0.001) signifikante Ergebnisse in der positiven Assoziation.

Ein Appendix-Durchmesser von mehr als 6mm hatte von allen statistisch signifikanten
Parametern, die mit einer ACA assoziiert waren, die hochste Sensitivitdt mit 98%,
allerdings war die Spezifitat mit 11% sehr niedrig fur diesen Parameter. Hohere
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Spezifitaten konnte mit zunehmendem Appendix-Durchmesser (>6mm) beobachtet
werden, in diesem Falle jedoch mit einer geringeren Sensitivitat vergesellschaftet. Die
hochste Spezifitat wurde bei einer vom Radiologen vermutete Perforation erreicht (94%).
Die Ubereinstimmung der radiologisch vermuteten und histopathologisch bestatigten
Perforationen lag bei 67% (n=97), allerdings zeigten die Ubrigen 33% folgende
Pathologien: 20% (n=29) Phlegmonodse Appendizitis, 10% (n=14) gangrandse
Appendizitis und 3% (n=5) eine negative Histopathologie.

3.4 StudielV

Im Rahmen der Discovery ergab sich fur die Diagnose einer akuten Appendizitis folgende
Biomarker-Kombination: Basophile Granulozyten, Leukozyten, Monozyten, Neutrophilen
Granulozyten, CRP und Appendixdurchmesser. Zur Unterscheidung von komplizierter
und unkomplizierter Appendizitis ergab sich folgendes Muster: basophile Granulozyten,
eosinophile Granulozyten, Monozyten, Thrombozyten, CRP und Appendixdurchmesser.
Anschlielliend wurden die erreichten Vorhersagewerte, mit denen der jeweils einzelnen
Parameter verglichen. Die Accuracy der Biomarker-Signatur fur die Diagnose einer
Appendizitis betrug 90% (93% Sensitivitat, 67% Spezifitat), wahrend die Accurracy fur
die korrekte Erkennung einer komplizierten Entzindung 70% betrug (76% Sensitivitat,
67% Spezifitat). Unsere Biomarker-Signaturen ubertrafen in unserem Modell damit die
Vorhersagewerte fur die einzelnen Laborwerte wie CRP, Leukozyten- und
Neutrophilenzahlen.

Die ROC-Kurven zur Diagnose einer akuten Appendizitis und der Differenzierung einer
komplizierten Appendizitis zeigten erhdohte AUCs. Die Biomarker--Signatur wurden an
ausgewahlten Cut-off Punkten mit denen fur CRP, Leukozyten und Neutrophilen
verglichen. Bei beiden Anwendungen waren die jeweiligen Biomarker-Signaturen den

konventionellen Laborwerten deutlich Gberlegen.

Wahrend der Appendixdurchmesser fundamental fur die diagnostische Funktion der
analysierten Signatur ist (AUC 0.9 mit Appendixdurchmesser vs. 0.8 ohne
Appendixdurchmesser), war dieser Parameter fur die diagnostische Aussagekraft zur

Differenzierung der komplizierten Appendizitis unerheblich (AUC 0.81 vs. 0.80).
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4 Diskussion

Die AA stellt eines der haufigsten chirurgischen Krankheitsbilder im Kindesalter dar.

Die bis vor einigen Jahren — und auch heute noch omniprasente — allgemein gultige
Aussage, dass es sich bei der Appendizitis um ein obligat fortschreitenden Prozess von
phlegmonoser Entzindung hin zur gangranosen Entzindung und schlussendlich in einer
Perforation endend handelt, wurde bereits 1994 von der schwedischen Arbeitsgruppe um
Andersson in Frage gestellt (Andersson et al., 1994). Seither gab es umfangreiche
epidemiologische, histopathologische und klinische Studien, die den Fortschritt der
Entzindung weitgehend wiederlegten. Stattdessen wurden verschiedene Entitaten der
Appendizitis postuliert, die sich im klinischen Verlauf unterscheiden. Das ultimative Ziel
ist es, Kinder mit AA so akkurat wie moglich zu diagnostizieren und jedes Kind individuell
und der Situation angepasst zu behandeln. In den letzten Jahren wurde immer deutlicher,
dass der Trend in der Therapie der AA sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen
immer zugunsten der konservativen Behandlungsmoglichkeiten geht (Mahida et al.,
2016, Malik and Bari, 2009, Paajanen et al., 2013, Salminen et al., 2015, Styrud et al.,
2006, Svensson et al., 2015, Vons et al., 2011, Wilms et al., 2011). Aktuelle Studien
beschaftigen sich mittlerweile ausgehend von der Entitaten-Hypothese mit der
Moglichkeit bestimmte Arten der Appendizitis konservativ zu therapieren und somit auf
das Risiko einer Operation zu verzichten (Svensson, 2016, Svensson et al., 2012,
Svensson et al., 2015). Dies stellt Kliniker vor die komplexe Aufgabe unkomplizierte und
komplizierte Formen der Appendizitis voneinander zu unterscheiden. Derzeit basiert die
Diagnostik der AA primar auf der klinischen Untersuchung, dem laborchemischen
Nachweis einer systemischen Entzindung und der Bildgebung. Da hinsichtlich der
klinischen Untersuchung weitgehend Einigkeit herrscht, beschaftigten wir uns in den
vorgelegten Studien primar mit den letztgenannten Kriterien.

In Studie | und Il konnten wir nicht nur zeigen, dass sich die Entitaten der AUA und ACA
labordiagnostisch unterscheiden, sondern auch, dass diese Veranderungen Uber den
Verlauf stabil blieben. Die bisherige Datenlage zur klinischen Bedeutung der Leukozyten
in der Diagnostik der AA ist bestenfalls als ambivalent zu bezeichnen. Leukozyten und
neutrophile Granulozyten wurden in der Vergangenheit als nutzlich zur Einschatzung des
Schweregrads der AA prasentiert (Sack et al., 2006). Die neutrophilen Granulozyten als

zahlenmalig starkste Untergruppe machen haufig durch ihr relatives Gewicht den
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Grol3teil der erhdhten Leukozytenwerte bei Patienten mit komplizierter Appendizitis aus.
Interessanterweise wurde durch die Arbeitsgruppe um Marie Rubér bereits gezeigt, dass
bei der komplizierten Appendizitis Th1- und Th17-Zytokin-Profile nachgewiesen werden
konnen (Ruber et al., 2010, Ruber et al., 2006). Th1-abhangige Entzindungen sind
wiederum vereinbar mit den erhohten Monozyten bei Patienten mit ACA, die wir zeigen
konnten. Basophile und eosinophile Granulozyten und Monozyten konnten in der
bisherigen Forschung keinen Stellenwert in der Diagnostik der AA erreichen. In den
vorgelegten Studien konnte jedoch ein zeitlich stabiler Unterschied in der zellularen
Zusammensetzung der Leukozyten nachgewiesen werden. Dies bestatigt zum einen,
dass es keinen fortschreitenden Prozess von phlegmonoser Entzindung hin zur
gangranosen Entzindung gibt. Zum anderen unterstitzt die Diskrepanz der Zell-
Komposition der verschiedenen Gruppen die These, dass es sich um pathophysiologisch
voneinander zu unterscheidenden Krankheitsbildern mit unterschiedlichem Verlauf
handelt. In der vorgelegten Analyse der Zusammensetzung der weilden Blutkorperchen
kam den Werten der eosinophilen Granulozyten bei den Patienten mit komplizierter
Appendizitis eine besondere Bedeutung bei. Die eosinophilen Granulozyten waren bei
Kindern mit phlegmondser Entzindung deutlich erhdht. Auch wenn die erhohten Werte
fur neutrophile Granulozyten, Monozyten und Leukozyten als Gesamtkompartiment
betrachtet in der Gruppe der komplizierten Appendizitis als Ausdruck der insgesamt
hoheren Entzindungsaktivitat des inflammatorischen Prozesses verstanden werden
konnen, so erklart dies nicht die Erhdhung der eosinophilen und basophilen Granulozyten
im Rahmen der phlegmondsen Entzindung. Histopathologisch konnten in resezierten
phlegmonds entzundeten Appendizes bereits in mehreren Studien eine Eosinophile
Infiltration nachgewiesen werden (Aravindan et al., 2010).

Die Hochregulation der eosinophilen und basophilen Granulozyten wurde bereits als ein
Th2-abhangiger Mechanismus einer Entzundungsreaktion bei phlegmonoser
Appendizitis beschrieben (Ruber et al., 2006). Dieser Vorgang ist nur unzureichend durch
andere Ursache zu erklaren (Pecaric-Petkovic et al., 2009). Interessanterweise traten die
signifikanten Unterschiede in der Mehrheit der Parameter zwischen den einzelnen
Gruppen bereits innerhalb der ersten 12 Stunden nach Symptombeginn auf. Die Zeit
zwischen stationarer Aufnahme und Operation war unabhangig von der histologischen
Entitat in den Gruppen (ACA und AUA) vergleichbar. Die ACA scheint sich jedoch primar
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im prastationaren Rahmen zu entwickeln. Dies ist konform mit der bisherigen Datenlage

zum Verlauf der komplizierten Appendizitis (Almstrom et al., 2017).

In Studie lll war das primare Ziel sonografische Marker zu identifizieren, die retrospektiv
am sensitivsten in der Diagnosestellung der AA und hilfreich in der Unterscheidung der
Entitaten waren. Vor dem Hintergrund, dass die Differenzierung zwischen ACA und AUA
therapeutische Konsequenzen hat (konservative Therapie vs. Operation abhangig von
der Art der Entzindung), kommt der Bildgebung in der Diagnostik der AA entscheidende
Bedeutung bei. Dabei ist vor allem in der Kinderchirurgie die Ultraschalldiagnostik als
strahlungsfreie Bildgebung unabdingbar. Im Gegensatz zu vorangegangenen Studien mit
geringerem Patientenaufkommen oder inhomogenem Kollektiv (beispielsweise durch
Einschluss von sowohl Erwachsenen als auch Kindern, Vorerkrankungen etc.) konnten
wir in der multivariaten Regressionsanalyse nicht nur den pradiktiven Stellenwert von
verdicktem Durchmesser der Appendix oder dem Nachweis eines Appendikolithen fur
das Vorliegen einer komplizierten Appendizitis bestatigen (Blumfield et al., 2013,
Carpenter et al., 2017), sondern auch eine signifikante Assoziation von komplizierter
Appendizitis mit einer Entzindung des periappendizitischen Fettgewebes nachweisen.
Dabei ist hier insbesondere der Einschluss von gangrandsen Entzindungen ohne

Perforation oder Abszessbildung in die Gruppe komplizierten Appendizitiden zu betonen.

Wir konnten bestatigen, dass eine >6mm im Durchmesser verdickte Appendix eine hohe
Sensitivitat fur die Entdeckung einer AA hat. Allerdings war die Spezifitat dieses
Parameters unzureichend (11%). Bei einem Wertebereich von 2-13mm Durchmesser in
der Kontrollgruppe liegt die Vermutung nahe, dass der Durchmesser allein zu einer
erhohten Rate an Negativ-Appendektomien fuhrt. Bisher durchgefuhrte Studien konnten
lediglich eine positive Assoziation von entzundetem periappendizitischen Fettgewebe mit
dem Vorliegen einer komplizierten Appendizitis zeigen (Blumfield et al., 2013, Carpenter
et al,, 2017). Im Rahmen des grolen Patientenkollektivs konnten wir hingegen eine
starke Signifikanz nachweisen. Dies konnte auch auf den Einschluss von gangrandsen
Entzindungen in die Gruppe der komplizierten Appendizitis zuruckzufuhren sein. Diese
Vermutung ware konform mit den Ergebnissen von Xu et al., die einen Zusammenhang
von entzundetem periappendizitischem Fettgewebe und Gangran nahelegten (Xu et al.,
2017).

Das Vorliegen eines Appendikolithen war ein hoch spezifischer Parameter fur das
Vorliegen einer komplizierten Appendizitis (90%) in der Analyse der sonografischen
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Befunde. Allerdings war die Sensitivitat fur dieses Parameter gering, daher bietet er keine
diagnostische Sicherheit. Andere Studien berichteten bereits Uber eine Rate von
Therapieversagen von bis zu 60% in Fallen, bei denen ein Appendikolith nachgewiesen
wurde (Mahida et al., 2016). Von besonderem Interesse scheint auch, dass Kinder mit
Appendikolithen zum Zeitpunkt der Appendektomie signifikant junger waren, als Kinder
ohne Appendikolith. Diese Feststellung ist wiederum konform mit der Altersverteilung in
den Gruppen der ACA und AUA.

Der Verlust der echogenen Submucosa war ein reproduzierbares sonografisches
Zeichen, dass in vorangegangenen Studien mit einer Perforation vergesellschaftet war
(Blumfield et al., 2013, Xu et al.,, 2017). In der vorliegenden Studie wurde dieser
Parameter unter dem Begriff des ,Wandddems"® untersucht. Eine signifikante Korrelation
mit komplizierter Appendizitis konnten wir nicht bestatigen.

Zusatzlich untersuchten wir erstmals in dieser Art die Korrelation einer von den
Kinderradiologen schriftich vermuteten Perforation mit dem histopathologischen
Diagnose, um fundiert einzuschatzen, wie reliabel die Beurteilung der Kinderradiologen
bezuglich der tatsachlichen Diagnose ist. Es ergab sich eine Sensitivitat von 32% und
eine Spezifitit von 94%, die tatsichliche Rate der Ubereinstimmung lag bei 67%.
Allerdings sollte bedacht werden, dass von den 48 unbestatigten Befunden in 29% eine
gangranose Entzandung vorlag (n=14), in 60% eine phlegmondse Entzundung (n=29)
und lediglich in 5 Fallen (10%) eine Negativ-Kontrolle. Da insgesamt jedoch nur in 32%
aller Befunde uberhaupt eine Einschatzung des Radiologen schriftlich festgehalten war,
bleibt die tatsachliche Signifikanz dieses Parameters unklar und sollte in klnftigen
Studien weiter vertieft werden. Ein interessanter Aspekt war die Rate an Negativ-
Appendektomien von fast 22%. Letztlich ist dies der Lange des untersuchten Zeitraums
geschuldet. 2015 kam es zum Paradigmenwechsel in der Diagnostik, sodass ab diesem
Zeitpunkt die OP-Indikation primar auf dem Ergebnis der Ultraschalldiagnostik basierte
statt wie bis dato auf der klinischen Untersuchung. Dadurch konnte die Rate der Negativ-
Appendektomien von einem Maximum von 28.5% im Jahr 2009 auf ca. 11% 2015
gesenkt werden. Dieses Ergebnis betont sicherlich essentiell die Bedeutsamkeit der
Sonografie als bildgebendes Verfahren im Rahmend der Appendizitis-Diagnostik.

In Studie IV versuchten wir Uber die bereits erhobenen Ergebnisse der vorangegangenen
Studien hinaus eine Biomarker-Signatur basierend aus untersucher-unabhangigen,

routinemafig erhobenen Parametern zu entwickeln. Es wurde weiterhin versucht die
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Praktikabilitat eines Mehr-Parameter-Models zu testen. Durch den technischen
Fortschritt ist die Verwendung von kunstlicher Intelligenz in der Medizin aktuell von
zunehmendem Interesse, insbesondere in Diagnostik und pradiktiver Analyse von
Bildgebung und numerischen Werten. Die Verwendung von Instrumenten aus der Kl in
einem klinischen Setting erfordert kritisches Uberdenken des klinischen Nutzens und

grundliche Testung der Anwendbarkeit (Park and Han, 2018).

Zur Vermeidung methodischer Fehler wurden die Daten fur Discovery und Validierung
strikt voneinander getrennt, um einen klaren Aussagewert des Ergebnisses zu erhalten.
Einige vorangegangene Studien, welche sich mit der Diagnostik der AA mittels
Verwendung von Kl beschaftigen, locken mit beeindruckenden Ergebnissen und hohen
Spezifitaten und Sensitivitaten (Hsieh et al., 2011, Kessler et al., 2004). Allerdings fallen
bei beiden Beispielen entscheidende methodische Schwachen auf: Neurale Netze
tendieren zum sogenannten ,Overfitting“® der Daten (Park and Han, 2018). Bei den
genannten Studien werden entweder die Groe der Trainings- und Validierungsgruppen
nicht genannt oder die genannte Gruppengrofe ist bei weitem zu klein fur die Anzahl an

Parametern des neuralen Netzes.

Wir haben die Ergebnisse der Biomarker-Signaturen mit den allgemein verwendeten
Entzindungsparametern innerhalb unseres Modells verglichen: Sensitivitat, Spezifitat,
Fehlerfreiheit und AUC der traditionelle Werte wurden deutlich von denen der kinstlichen
neuronalen Netze (ANN) Ubertroffen. In der Validierungsphase konnte eine
Treffsicherheit von 90%, eine Sensitivitat von 93% und eine Spezifitdt von 67% erreicht
werden. Damit lasst sich sowohl die Wahrscheinlichkeit einer akuten Appendizitis
unabhangig vom Untersucher einschatzen als auch auf Basis der ohnehin erhobenen
Parameter eine Aussage Uber die Entitdt der Entziindung treffen. Die Uberlegenheit
dieses Ansatzes zur Diagnose von AA ergibt sich aus der Kombination einander
erganzender diagnostischer Verfahren: Laborwerte und sonografisch bestimmter
Appendixdurchmesser. Dieses Ergebnis bedeutet einen entscheidenden Fortschritt in
der Diagnostik der Appendizitis und der individuellen Therapie. Ein derartiges
diagnostisches Werkzeug konnte auf Basis der hier vorgestellten Daten in unserem
Modell jeden dritten Patienten ohne Appendizitis vor einer unndtigen Appendektomie

bewahren.
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4.1 Limitationen

411 Studielundll

Eine Schwachstelle der hier aufgefuhrten Studien stellt ihr retrospektiver Charakter dar.
Als ein Kritikpunkt mag aufgefuhrt werden, dass das Nachvollziehen des klinischen
Verlaufes in der Retrospektive schwer einzuordnen und ungenau sei. Wir haben versucht
dem entgegen zu wirken, indem wir 12-Stunden-Intervalle etablierten. Dieses Verfahren
hat sich bereits in vorausgegangenen Studien bewahrt. (Almstrom et al., 2017) Es
wurden nur solche Patienten eingeschlossen, deren Krankenakte eine derartige zeitliche
Zuordnung zulieR. Ziel dieser Studie (Studie IlI) war nicht die Festlegung spezifischer
Werte fur bestimmte Zeitpunkte im Krankheitsverlauf, sondern semiquantitative
Aussagen Uber die relative Zusammensetzung der wei3en Blutkdrperchen bei
unterschiedlichen Arten der Entzindung im Verlauf zu demonstrieren. Cutoff-Werte
innerhalb der ROC-Kurven stellen notwendigerweise immer einen Kompromiss zwischen
Sensitivitat und Spezifitat dar und erlauben daher keine klinische Anwendung zur
Unterscheidung von Patientengruppen. Allerdings dienten diese Studien zur
Demonstration grundlegender Unterschiede innerhalb der zellularen Subkompartimente
der Leukozyten und nicht der Etablierung von Grenzwerten. Sie sind daher eher als

Grundlagenforschung zu verstehen, denn als klinischer Wegweiser.

4.1.2 Studie lll

Die Limitationen liegen sicherlich vor allem im retrospektiven Design dieser Studie. Fur
die Dokumentation einer Sonografie bei vermuteter Appendizitis wurde kein
standardisiertes Verfahren verwendet. Zudem ist die Fragestellung nach der
Differenzierung der Entitaten zur Stratifizierung des Therapiekonzepts noch sehr neu,
daher gab es in den wenigsten Befunden Uberhaupt eine Unterscheidung.

4.1.3 Studie IV

Auch bei dieser Studie handelt es sich um eine retrospektive Datenanalyse. Es wurde
versucht dieses Defizit durch die ausschlieBliche Verwendung von untersucher-
unabhangigen numerischen Daten auszugleichen. Auch der gemessene Appendix-
Durchmesser kann in diese Kategorie gezahlt werden, da es nachweislich eine hohe
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Konkordanz zwischen Radiologen bezuglich dieses Parameters gibt. Aufgrund des
retrospektiven Charakters konnen wir keinen klinisch verwendbaren Algorhythmus
liefern, allerdings konnen wir signifikant bessere diagnostische Moglichkeiten
demonstrieren, die eine sichere Ubertragung auf den klinischen Alltag versprechen.

4.2 Ausblick

4.2.1 Genexpressionsanalyse

Die hier vorgelegten Studien zusammengenommen mit den bereits erwahnten
immunologischen Studien von Rubér et al. legen die Vermutung nahe, dass es sich bei
den unterschiedlichen Entitaten der akuten Appendizitis um pathophysiologisch zu
distinguierende Erkrankungen handelt, die auf unterschiedlichen immunologischen
Mustern basieren (Rubér et al., 2006, Rubér et al., 2010, Rivera-Chavez et al., 2004).

Zur Identifizierung der unterliegenden Gensequenzen wurden bereits Blutgruppen in der
Rettungsstelle von Patienten mit vermuteter akuter Appendizitis (Gruppe 1:
unkomplizierte Appendizitis, Gruppe 2: komplizierte Appendizitis) gesammelt.
Anschlielend wurden die Leukozyten durch Zentrifugation aus den Proben filtriert und
schockgefroren. Der nachste Schritt ist die Microarray-Analyse zur genomweiten
Genexpressionsanalyse zur Identifizierung von mRNA, die auf mogliche differenzierende
Markerproteine hinweisen. In einem weiteren Schritt werden Expressionsanalysen dieser
Gene bei Patienten beider Gruppen durchgefuhrt. Dabei wirde es sich zunachst um eine
prospektive Untersuchung ohne Therapierelevanz handeln. Anschliefend ware es im
Falle einer Identifizierung von Markerproteinen maoglich, Patienten mit Verdacht auf akute
Appendizitis in der Rettungsstelle prospektiv hinsichtlich des diagnostischen Wertes der
Marker fur die Unterscheidung von komplizierter und unkomplizierter Appendizitis zu

untersuchen.

Das Fernziel ware es, Patienten in der Rettungsstelle mit Verdacht auf eine akute
Appendizitis entsprechend der Vorhersageparameter behandeln zu kdnnen. Somit
wurden nur noch die Patienten mit einer hohen Komplikationswahrscheinlichkeit sich den
Risiken einer Operation unterziehen mussen. Dies ware im Sinne der Risikostratifikation

und monetarer Ressourcen erstrebenswert.
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4.2.2 Standardisierung der Ultraschalldiagnostik

Aufgrund der zuvor genannten Limitationen der Studie zur sonografischen Diagnostik der
Appendizitis, planten wir eine prospektive Studie zur sonografischen Bildgebung bei
Verdacht einer AA mittels standardisierter Dokumentation. Das Design wurde in
Kooperation mit der Abteilung fur Kinderradiologie erarbeitet, um die praktische
Umsetzbarkeit zu gewahrleisten. Ziel dieser Studie ist die erweiterte Identifikation von
Parametern zu Unterscheidung von komplizierter und unkomplizierter Appendizitis sein.
Der Beginn der Studie ist fur Oktober 2019 terminiert.
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Abstract

Acute appendicitis is one of the major causes for emergency surgery in childhood and ado-
lescence. Appendectomy is still the therapy of choice, but conservative strategies are
increasingly being studied for uncomplicated inflammation. Diagnosis of acute appendicitis
remains challenging, especially due to the frequently unspecific clinical picture. Inflamma-
tory blood markers and imaging methods like ultrasound are limited as they have to be inter-
preted by experts and still do not offer sufficient diagnostic certainty. This study presents a
method for automatic diagnosis of appendicitis as well as the differentiation between compli-
cated and uncomplicated inflammation using values/parameters which are routinely and
unbiasedly obtained for each patient with suspected appendicitis. We analyzed full blood
counts, c-reactive protein (CRP) and appendiceal diameters in ultrasound investigations
corresponding to children and adolescents aged 0—17 years from a hospital based popula-
tion in Berlin, Germany. A total of 590 patients (473 patients with appendicitis in histopathol-
ogy and 117 with negative histopathological findings) were analyzed retrospectively with
modern algorithms from machine learning (ML) and artificial intelligence (Al). The discovery
of informative parameters (biomarker signatures) and training of the classification model
were done with a maximum of 35% of the patients. The remaining minimum 65% of patients
were used for validation. At clinical relevant cut-off points the accuracy of the biomarker sig-
nature for diagnosis of appendicitis was 90% (93% sensitivity, 67% specificity), while the
accuracy to correctly identify complicated inflammation was 51% (95% sensitivity, 33%
specificity) on validation data. Such a test would be capable to prevent two out of three
patients without appendicitis from useless surgery as well as one out of three patients with
uncomplicated appendicitis. The presented method has the potential to change today’s ther-
apeutic approach for appendicitis and demonstrates the capability of algorithms from Al and
ML to significantly improve diagnostics even based on routine diagnostic parameters.
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Introduction

Acute appendicitis is one of the most common causes for emergency surgery with a lifetime
risk between 7 and 9% in industrialized countries. Especially children are affected with a peak
incidence in adolescence [1]. Correct diagnosis of appendicitis is still a challenge. Especially
clinical decision making is difficult due to great differences between investigators. Published
sensitivity values for frequently favored clinical signs like right lower quadrant pain vary
between 49% (specificity 73%) and 69% (specificity 61%) [2, 3].

Although individual concepts vary, there is broad consensus on basic diagnostic measures
in cases of suspected acute appendicitis. Suspicion of acute appendicitis is usually based on
clinical presentation and patient’s history. Further laboratory diagnostics include white blood
cell counts, absolute neutrophil count and C-reactive protein (CRP). Routine diagnostic is usu-
ally completed by imaging studies like ultrasound, computed tomography or magnetic reso-
nance imaging [4].

Single laboratory values such as neutrophil and leucocyte counts as well as increased C-
reactive protein (CRP) provide diagnostic value: sensitivities for the latter range between 38
and 70% (specificities 85 and 65%, respectively) [5, 6]. In two recent publications including the
herein reported 590 patients we analyzed possible constitutive differences between compli-
cated and uncomplicated appendicitis with regard to cellular subpopulations in white blood
cell counts and CRP: Significant and time stable differences were found [7, 8]. Especially rela-
tive eosinophilia in patients with uncomplicated appendicitis was remarkable. The investiga-
tion did not go beyond a statistical analysis of the individual parameters and the
discriminatory capacity of the single parameters was low.

The appendiceal diameter, an unbiased and even in children age-independent measure-
ment value, has previously shown to provide a high sensitivity to diagnose appendicitis in
adults with an accuracy of 79% [6, 7]. In a recently published study, including the 590 patients
of the present study, we have shown that ultrasound has also value for the differentiation of
complicated from uncomplicated appendicitis [9]. The appendix could be sonographically
visualized in a clear majority of 862 out of 1017 included patients (85%). Other parameters
such as blood values were not the subject of the statistical analysis.

Further ambitions of improving the diagnosis of appendicitis in adults focus on modeling
multiple parameters, including clinical and laboratory ones [10].

However, in children, especially with an age below six years, clinical signs and symptoms
are less reliable. Clinically complicated appendicitis in this age group is frequently hard to dif-
ferentiate—especially from gastroenteritis [11].

Clinically based scores such as the Alvaro Score and the Pediatric Appendicitis Score (PAS)
have been described as potential tools for identifying children with appendicitis. However,
reported sensitivities and respective specificities are marked by an extensive variability [11]. A
key problem is probably the low interobserver reliability of predictor variables [10].

The aim of the present study was to establish a model for decision making for suspected
acute appendicitis in children, which is based on reliable non-clinical parameters unbiased
from interpretation or expert opinion: counts of cell types in whole blood, CRP values and the
appendiceal diameter as a simple sonographic numerical measure.

A special focus was the differentiation between uncomplicated (phlegmonous) and compli-
cated (gangrenous/perforated) appendicitis. Early diagnosis of complicated inflammation is
particularly important, because this severe type of disease primarily requires surgical treat-
ment. In contrast, for uncomplicated appendicitis conservative strategies are under investiga-
tion and will most probably be primarily applied in the near future, as shown by a current
multicenter randomized controlled trial [12].
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Though correlations between cellular compartments in full blood and the type of disease
have been shown previously [7, 8], the diagnosis of complicated appendicitis remains challeng-
ing. With the study we also strived to demonstrate the feasibility of a multi-parameter model
for the differential diagnosis of appendicitis.

Materials and methods
Study population

We present a single-center, retrospective study of patients aged 0-17 years who underwent
surgery for suspected acute appendicitis at the Department of Pediatric Surgery of Charité -
Universititsmedizin Berlin between December 2006 and September 2016. The study was
approved by our institutional review board and the ethical committee (reference number EA2/
169/18).

Medical charts of all patients who were operated for suspected acute appendicitis were
reviewed for gender, age and standard diagnostic parameters: CRP values, cell counts in full
blood, histopathologies and ultrasound findings. Exclusion criteria were missing histopatholo-
gies or laboratory values, concomitant chronic disease, secondary or elective appendectomy
and other pathologies of the appendix like oxyuriasis and carcinoid.

Histopathological classification

Histopathological analyses were retrospectively reviewed to classify the patients into three
groups: uncomplicated (phlegmonous) appendicitis, complicated (gangrenous/perforated)
appendicitis and normal appendix (negative for appendicitis). In clinical settings the histologi-
cal finding of phlegmonous appendicitis is associated with uncomplicated courses (UA),
whereas gangrenous appendicitis and perforation are categorized as acute complicated appen-
dicitis (CA) [13, 14]. Uncomplicated phlegmonous appendicitis was defined by transmural
neutrophilic infiltration of the appendix without signs of gangrene or perforation. Gangrenous
appendicitis was characterized by ischemic areas leading to transmural myonecrosis leading
possibly to perforation with presence of a transmural defect [15].

Laboratory data

Routinely performed white blood cell counts included the following mature leukocyte subpop-
ulations: eosinophil granulocytes (eosinophils), neutrophil granulocytes (neutrophils), lym-
phocytes, basophilic granulocytes (basophils), and monocytes supplemented by thrombocytes
and C-reactive protein (CRP) at time of hospital admission.

Sonography

All included sonographic measures had been routinely performed by pediatric radiologists
within the first presentation of the patients in the emergency department. All reported ultra-
sound examinations were performed or directly supervised by four experienced consultant
pediatric radiologists with sonographic experience of at least 19 up to 37 years. The appendix
was measured from outer wall to outer wall [16, 17]. Fig 1 shows exemplary pictures of appen-
dices without and with uncomplicated phlegmonous as well as with complicated gangrenous
appendicitis.
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Development and validation of biomarker signatures for diagnosis of
appendicitis

A supervised learning algorithm is used to analyze laboratory data and to build a prediction
model for diagnosis of appendicitis based on relevant biomarkers. This is a two-step process
summarized as discovery and validation. The model building and biomarker selection was per-
formed on a portion of the available sample data denominated as “discovery set”; the perfor-
mance of the final model was measured in a distinct data set denominated as “validation”. The
input data consisted of n samples, each described by a set of p variables, represented by the bio-
marker values. Concretely, we had a data matrix X consisting of 7 lines and p columns.

In the discovery phase, we identified relevant biomarkers: we first built a sequence of dis-
tinct biomarker signatures {bm,, . ...,bm;,. . ., bmy} and then implement a binary classification
problem fitting the parameters of a linear model on the discovery data Xjiscovery» Whose col-
umns p p,,; were filtered according to the biomarker signatures. The parameters of the linear
model were optimized with the Limited-memory BFGS (LBFGS) algorithm [18]. Since the two
classes Ccomplicated’ + 'uncomplicated’/ ‘negative’) were highly imbalanced with respect to
sample sizes, the learning mistakes relative to the class with larger sample number were penal-
ized with a weight coefficient during the optimization process. In this way, the quality of each
biomarker signature was measured with the cross-validation accuracy on the discovery data.
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Out of a total of 1102 patients, 590 patients with availability of the required histological, lab-
oratory and sonographic parameters were used for the discovery and validation process. We
aimed to selectively investigate the influence of the sonographic parameter within the signa-
ture. For diagnosing appendicitis, 390 patients were used for validation of the signature, which
was exclusively based on lab parameters, while 350 patients were used for validation of the sig-
nature with the additional parameter from sonography. For the differentiation between com-
plicated and uncomplicated appendicitis, 298 patients were used for validation. The validation
set contained a portion of patients which were diagnosed negative for appendicitis to take the
false positive rate of the signature for diagnosing appendicitis into account and simulate real-
world clinical practice: The complicated appendicitis must be discriminated from uncompli-
cated appendicitis and negative findings.

Fig 2 illustrates the development and validation of biomarker signatures for the example of
appendicitis diagnostics. Respective patient numbers and epidemiological data are shown in
Tables 1 and 2.

ROC analysis

Once the best model has been defined with the fitted coefficients, it can be used to predict the
diagnostic status of a patient with class probability [19].

The output class probabilities may be interpreted as different separation thresholds between
class prediction. Each threshold is a trade-off for the model to predict a number of true/false
positives and true/false negatives.

Table 1. Numbers and characteristics of patients for development of specific biomarker signatures: Diagnosis of acute appendicitis.
number age gender negative plicated plicated
[years] d/Q [total no / %] [total no / %] [total no / %]
[total no / %]
discovery 200 102+ 4.4 103 (51.5%) / 97 (48.5%) 59 (29.5%) 76 (38%) 65 (32.5%)
validation 390 10.7+3.1 221(56.6%) / 169 (43.3%) 58 (14.9%) 214 (54.9%) 118 (30.2%)
total 590 10.5+3.6 323 (54.7%) / 267 (54.3%) 117 (19.8%) 290 (49.2%) 183 (31%)
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030.t001
PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030 September 25, 2019 5/11
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Table 2. Numbers and characteristics of patients for development of specific biomarker sigs D ion of complicated appendicitis.
number age gender gati plicated plicated
[years] d/Q [total no / %] [total no / %] [total no / %]
[total no / %)
discovery 192 9.1+3.6 109 (56.8%) / 83 (43.2%) - 101 (52.6%) 91 (47.4%)
validation 298 109+3.2 173 (58%) / 125 (42%) 21 (7%) 186 (62.4%) 91 (30.5%)
total 490 10+4.8 283 (57.8%) / 207 (42.2%) 21 (4.3%) 287 (58.5%) 182 (37.1%)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030.1002

The diagnostic ability of the model (sensitivity and specificity) was tested on the validation
set, counting the predicted true positive/false positive rate at different thresholds. The result is
illustrated with a Receiver Operating Characteristic (ROC) plot.

Within the ROC analysis, the results of the signatures were compared to those of established
laboratory parameters: CRP, leukocyte and neutrophil counts. For comparision, cut-off points
were selected which we considered to be of clinical interest [20], that is a sensitivity above 90%.
This was reached at the cut-off point of 67% specificity for the diagnosis of acute appendicitis
and of 33% specificity for differentiation between complicated and uncomplicated appendici-
tis. Errors were calculated performing bootstrap resampling.

Results

The distribution of analyzed values for whole blood cell counts, CRP and appendiceal diameter
differed between patients with and without appendicitis and between patients with compli-
cated and uncomplicated inflammation, respectively (S1 Fig).

Based on the ten parameters CRP, thrombocytes, leukocytes, neutrophils, eosinophils, baso-
phils and immature granulocytes, lymphocytes and monocytes as well as the appendiceal
diameter, two biomarker signatures were developed containing the most informative parame-
ters to diagnose appendicitis and complicated appendicitis, respectively.

For the diagnosis of appendicitis, a selective biomarker signature was developed containing
basophils, leukocytes, monocytes, neutrophils, CRP and the appendiceal diameter. For the dif-
ferential diagnosis of complicated versus uncomplicated appendicitis, a selective biomarker
signature was developed including basophils, eosinophils, monocytes, thrombocytes, CRP,
supplemented by the appendiceal diameter.

The diagnostic capacities of the developed biomarker signatures were compared to single widely
accepted values for diagnostics of acute appendicitis: CRP, leukocytes, neutrophils and appendiceal
diameter. Fig 3 shows the results of the respective analysis. ROC curves for diagnosis of acute
appendicitis and complicated appendicitis demonstrate increased areas under the curve (AUCs)
(Fig 3A and 3D). At selected cut-off points, the properties of the biomarker signatures were com-
pared to those for CRP, leukocytes and neutrophils (Fig 3B, 3C, 3E and 3F). For both diagnostic
applications the properties of the biomarker signatures outperform those of the conventional single
lab values. Tables 3 and 4 show the exact values for AUCs as well as properties at the cut-off points.

While the appendiceal diameter is fundamental for the diagnostic ability of the analyzed
signature (AUC 0.9 with appendiceal diameter vs. 0.8 without), the diameter did not signifi-
cantly alter the diagnostic capacity for differentiation of complicated appendicitis (AUC 0.81
vs. 0.80) (S2 Fig). Apparently, this sonographic parameter does not reveal a significant predic-
tive capacity as soon as appendicitis has been diagnosed.

Discussion

Though appendicitis is one of the major causes for emergency surgery, its correct diagnosis
remains challenging. In this study, we have developed a biomarker signature based on routine

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030 September 25, 2019 6/11
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Fig 3. ROC curves. a: analysis of the predictive capacity for discrimination b dicitis and normal appendix

(biomarker signature vs. conventional values CRP, neutrophils, leukocytes and appendiceal diameter). b and c: best
cut-off biomarker signature vs. respective sensitivities (b) and specificities (c) of conventional lab values. d: analysis of
the diagnostic capacity for discrimination between complicated and uncomplicated appendicitis (biomarker signature
vs. conventional values CRP, neutrophils and leukocytes). e and f: best cut-off biomarker signature vs. respective
sensitivities (e) and specificities (f) of conventional values. AUCs and accuracies are shown in Tables 3 and 4.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030.9003

unbiased parameters that is capable of becoming the gold standard for the diagnosis of appen-
dicitis. A second objective was to demonstrate that a multi-parameter model is capable of dis-
criminating between complicated and uncomplicated appendicitis. This is a prerequisite for
establishing a modern medical treatment for appendicitis to the patients” benefit.

To avoid methodological weaknesses, we rigorously separated the discovery set from the
validation set to be able to determine the value of the outcome. We have chosen a linear model
as the initial histograms revealed that the data is linearly separable. A more complex model
would potentially fit an excess of parameters to the specifics of the one clinical site which, in
turn, would result in low reproducibility. Out of all measured values, two biomarker signatures
with clinical relevance were selected by the linear model for discriminating patients with
appendicitis from those without, and of patients with complicated from those with uncompli-
cated inflammation. We have compared the results of the biomarker signatures with the widely
used inflammatory values white blood cell counts, CRP and leucocytes within our model: Sen-
sitivities, specificities, accuracies and AUCs of the traditional values were exceeded by those of
the linear model.

Imaging techniques are most valuable when acute appendicitis is suspected and have been
described as superior to patient history, physical examination, laboratory findings or scores
[10, 21]. Regarding sonography, the appendiceal diameter is a very useful discriminating
parameter [16, 17]. Furthermore, it is largely independent of personal interpretation. We con-
firmed the independence of the appendiceal diameter from the age as described previously
[16] and included this parameter as an input variable into the linear model. Out of the cellular
subpopulations in the white blood cell counts and the appendiceal diameters of the included
patients a biomarker signature was developed. At a specificity of 67% and a sensitivity of 93%,
an accuracy of 90% is reached on validation data. Such a diagnostic test could prevent two of
three patients without appendicitis from appendectomy.

The superiority of our approach for diagnosing appendicitis is reached by combining com-
plementary methods: lab measured values and a value measured by a radiologist, the

Table 3. Areas under the curve (AUC) of ROC curve shown in Fig 3A; ies of biomarker sig and of co ional single markers with respect to sensi-
tivity and specificity levels at selected points for diagnosis of an acute appendicitis with the bi ker sigr (sensitivity 0.93, specificity 0.67; Fig 3A-3C).
Biomarker AUC Specificity at targeted A y at targeted sensitivity Sensitivity at targeted Accuracy at targeted specificity
(Fig sensitivity of 0.93 of 0.93 specificity of 0.67 of 0.67
3A) [95% CI] (Fig 3B) [95% CI] (Fig 3C)
(Fig 3B) [ (Fig 3C)
signature 091|087 00 093 090
[0.59-0.74] [0.85-1.00]
appendiceal 0.86 0.61 0.89 0.83 0.82
diameter [0.53-0.67] [0.72-0.94]
CRP 0.77 0.33 0.85 0.73 0.73
[0.24-0.40) [0.59-0.85)
leukocytes 0.81 0.42 0.87 0.86 0.84
[0.35-0.5] | [0.76-0.94]
neutrophils 0.82 0.37 0.86 0.87 0.86
[0.30-041] [0.76-0.97]

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030.1003
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Table 4. Areas under the curve (AUC) of ROC curve shown in Fig 3D; ies of bi ker sigs and of ional single markers with respect to sensi-
tivity and specificity levels at selected points for diff iation from complicated appendicitis with the biomarker sigr (sensitivity 0.95, specificity 0.33; Figs
d-f).
Biomarker AUC  Specificity at targeted sensitivity = Accuracy at targeted sensitivity | Sensitivity at targeted specificity = Accuracy at targeted specificity
(Fig of 0.95 of 0.95 of 0.33 of 0.33
3D) [95% CI] (Fig 3E) [95% CI] (Fig 3F)
(Fig 3E) (Fig 3F)
signature | 0.80 0.3 051 095 051
[0.24,-0.42) [0.93-0.97]
CRP 0.75 0.19 0.41 091 0.5
[0.12-0.26] [0.88-0.93]
leukocytes | 0.64 0.1 0.34 0.86 0.48
[0.3-0.16] [0.82-0.90]
neutrophils | 0.65 0.14 0.38 0.84 0.48
[0.8-0.24] [0.81-0.88]

https:/doi.org/10.1371/ournal.pone.0222030.1004

appendiceal diameter. In contrast, for ruling out complicated appendicitis, the appendicitis
diameter is not vital in our model. Using lab measured values only, the model reached a sensi-
tivity of 95% at a specificity of 33% demonstrating the capability of the model to rule out com-
plicated appendicitis in one out of three cases and thus avoiding surgery.

A few studies describe decision making within diagnostics for appendicitis with artificial
neural networks (ANN) and achieve impressive results, e.g. 91% sensitivity with a specificity of
85% [22] and 100% sensitivity with a specificity of 97% [23]. However, both studies have seri-
ous weaknesses. A central concern is overfitting: Neural networks tend to overfit the data [20].
Even small neural networks are comprised of several weighting parameters. The above men-
tioned studies either report their performance without mentioning the size of the training and
validation data or the reported training data is far to small to reliably fit all parameters of the
neural network. Furthermore, they are characterized by inadequate description of predictor
variables and absence of reproducibility testing of predictor variables as the variables “vomit-
ing” and right lower quadrant (RLQ) tenderness and rebound pain exemplary demonstrate.
“Vomiting” has been inadequately qualified binarily with “yes”or “no”in the studies and speci-
fication is missing in respect to quality, volume or number of episodes is missing. For RLQ,
the determination of the interobserver reliability is missing which is extremely important,
especially for children [10, 11].

A limitation of the present study is given by its retrospective design. We compensate this
deficit by the exclusive inclusion of numeric data, which are essentially not due to personal
interpretation. The appendiceal diameter is no exception here as it is the simplest sonographic
parameter in suspected appendicitis with a high concordance rate between radiologists [9].

Conclusions

An interdisciplinary team of physicians, life scientists and physicists presents a model for diag-
nosing acute appendicitis in childhood and adolescence which has the potential to establish as
a gold standard. Central quality features are given by effective methodological measures espe-
cially in order to avoid overfitting and by the use of numerical parameters, which are as far as
possible not prone to personal interpretation. Due to the retrospective nature of our study we
do not present a ready-to-use clinical algorithm, but our approach demonstrates significant
improvements compared to today’s diagnosis and enables secure translation into clinical prac-
tice. Our approach also demonstrates significant value in ruling out complicated appendicitis
with high sensitivity. Investigations on the OMICs level such as genome-wide gene expression
profiling of specific cell compartments could be a path to increase the specificity.
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Supporting information

S1Fig. Relative distributions of values of features of the signature for a) the diagnosis of
appendicitis and b) the differentiation in complicated and uncomplicated appendicitis.
(TIF)

S2 Fig. Biomarker signatures for diagnosis of acute appendicitis (a) and complicated appendi-
citis (b) with and without inclusion of appendiceal diameter.
(TIF)
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