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1. EINLEITUNG

1.1. Epidemiologie und Pathophysiologie der akuten Appendizitis

Die akute Appendizitis ist eine der haufigsten Indikationen fiir die notfallmaRige Operation im
Kindes- und Jugendalter (1). Das Risiko, im Laufe des Lebens an einer akuten Appendizitis zu
erkranken, betragt 7-9%. Die akute Appendizitis kann in jedem Lebensalter auftreten, wobei
ein Haufigkeitsgipfel in der Adoleszenz liegt: ca. 2/3 der betroffenen Patienten sind jlinger als

30 Jahre (2).

Obwohl die akute Appendizitis ein sehr haufiges Krankheitsbild sowohl im Kindes- und
Jugendalter als auch im Erwachsenenalter darstellt, ist die Atiologie noch gréRtenteils unklar
(3). Es werden unterschiedlichste Ursachen wie beispielsweise genetische und
umweltbedingte Hintergriinde sowie Infektionen mit Bakterien, Viren oder Parasiten
diskutiert (4-8). Viele Autoren sehen die Obstruktion des Appendixlumens als relevanten
Faktor bei der Entstehung einer akuten Appendizitis an. Demnach kénnen u. a. Fakolithen
oder auch eine lymphatische Hyperplasie oder einer Neoplasie (Appendix- oder
Coecumtumor) zur Obstruktion des Lumens mit nachfolgender Entziindung fiihren (8). Gegen
diese Theorie spricht zum einen, dass sich eine Lumenobstruktion nur bei einem geringen
Anteil der Patienten mit Appendizitis finden lasst, und zum anderen, dass Kotsteine z.B.
regelmalig bei Obduktionen gefunden werden, ohne dass eine Entziindung der Appendix
vorliegt (8,9, 10,11). Eine Obstruktion kann daher zumindest nicht die alleinige Ursache in der

Genese einer akuten Appendizitis darstellen.

Die Studienlage weist des Weiteren auf eine genetische Disposition fiir die Entwicklung einer
Appendizitis hin. So haben z.B. Kinder mit akuter Appendizitis eine dreifach erhéhte
Wahrscheinlichkeit, ein Familienmitglied mit stattgehabter Appendizitis zu haben, als
Vergleichskinder (12). Bei einem Kind mit Appendizitis ist der Anteil der Verwandten mit
stattgehabter Appendizitis vom Verwandtschaftsgrad abhdngig: 21% bei Verwandten 1.
Grades (Eltern, Geschwister), 12% bei Verwandten 2. Grades (GroReltern, Onkel, Tante,

Nichte, Neffen) und 7% bei Verwandten 3. Grades (13).



Der grundsatzliche Nachweis einer Inflammation der Appendix erfolgt auf histopathologischer
Ebene. Eine grundlegende Beschreibung der entsprechenden Verdanderungen erfolgte u. a.
durch Carr im Jahr 2000. Bei einer phlegmondsen Appendizitis besteht demnach eine
Infiltration der Appendixwand mit neutrophilen Granulozyten ohne Hinweis auf eine
wandibergreifende Nekrose. In diesem Stadium kdnnen eine 6dematdse Schwellung, eine
Serositis, Mikroabszesse oder GefaRthromben vorliegen. Eine gangrandse Appendizitis ist
durch Ischamie mit transmuraler Nekrose definiert. Bei der perforierenden Appendizitis

kommt es auf der Basis einer gangrandsen Entziindung zu einem transmuralen Defekt (9).

Gepragt vom klinischen Verlauf einer akuten Appendizitis wird auch von einer sogenannten
unkomplizierten oder komplizierten Appendizitis gesprochen. Zu den kennzeichnenden
klinischen Komplikationen eines komplizierten Verlaufes zdahlen unter anderem eine
Darmatonie, Peritonitis sowie Sepsis und intraabdominelle Abszesse (14). Fiir viele Autoren
liegt eine komplizierte Appendizitis exklusiv beim Nachweis einer Appendixperforation vor.
Allerdings erscheint die Zuordnung zur komplizierten Appendizitis bereits auf der Stufe der
gangrandsen Appendizitis indiziert, da es (bereits) bei transmuraler Nekrose auch ohne
Vorliegen eines sichtbaren Defektes zur bakteriellen Transmigration in die Bauchhdhle mit der
Folge der vermehrten intraabdominellen Komplikationen wie Abszessen oder
Appendixperforation kommen kann (9,15,16). Zudem ist die Mortalitdt im Vergleich zur

phlegmondsen Appendizitis auf dieser Stufe bereits 6-mal hoher (17).

Traditionell wird davon ausgegangen, dass sich eine phlegmondse Appendizitis unweigerlich
in eine gangrandse Appendizitis bis hin zur Perforation weiterentwickelt. Diese Ansicht wurde
u.a. durch epidemiologische Daten in Frage gestellt. So wurde in einer retrospektiven
Auswertung von 56 172 Patienten gezeigt, dass die Anzahl an phlegmondsen Appendizitiden
mit der Anzahl der durchgefiihrten Negativappendektomien (Appendektomien ohne
Nachweis einer Entziindung der Appendix = falsch positive Befunde) steigt. Die Anzahl der
komplizierten  Appendizitiden  blieb  unabhdngig von der Gesamtzahl der
Negativappendektomien im vergleichbaren Zeitraum konstant. Die Autoren postulierten
daraufhin, dass es sich bei der nicht-perforierenden und perforierenden Appendizitis um zwei
verschiedene Krankheitsbilder mit unabhangigen Dynamiken handelt (3). Auch eine weitere

schwedische landesweite Kohortenstudie mit 38 939 Kindern mit Appendizitis bestétigte



epidemiologische Unterschiede zwischen unkomplizierter und komplizierter Appendizitis,
wobei letztere als Appendizitis mit generalisierter Peritonitis oder Abszess definiert wurde

(18).

Immunologische Studien weisen darauf hin, dass zwischen phlegmondser und gangranoser
Appendizitis grundsatzliche pathogenetische Unterschiede bestehen. Wesentlich sind hier die
Studien von Marie Rubér et al. aus der Arbeitsgruppe von Roland E. Andersson aus Schweden.
In einer Studie aus dem Jahr 2006 konnten sie Hinweise dafiir finden, dass bei Patient*innen
mit gangrandser Appendizitis eine erhdhte Sekretion von Interferon-gamma vorliegt, was auf
eine Th-1- und Th-17-mediierte Immunreaktion hinweist (5). So kommt es bei der
gangrandsen Appendizitis zur vermehrten Freisetzung von Interleukin (IL) IL-17 und IL-6 (6,19).
Bei Patient*innen mit unkomplizierter Appendizitis finden sich hingegen Hinweise auf eine
Aktivierung von Th2-Helferzellen (5,6). Die Nekrose der Appendix bei der gangrandsen
(inklusive der perforierenden) Appendizitis erscheint daher nicht nur als ein histologisches
Unterscheidungskriterium im Vergleich zur phlegmondsen Appendizitis, sondern basiert
wahrscheinlich auf unterschiedlichen immunologischen Pathophysiologien. Dies wiirde
ebenfalls nahelegen, dass die gangranose Appendizitis zur klinisch komplizierten Appendizitis

zuzuordnen ist.

1.2. Therapeutische Optionen der akuten Appendizitis

1.2.1. Die etablierte Therapie der akuten Appendizitis

Bei einer akuten Appendizitis ist die Appendektomie die Therapie der Wahl (20). Charles
McBurney prasentierte im Jahr 1894 sein offen chirurgisches Verfahren mit dem immer noch
praktizierten Wechselschnitt (21). Mittlerweile wird aufgrund der geringeren
Komplikationsrate und des kiirzeren stationdren Aufenthaltes die laparoskopische
Appendektomie bevorzugt, welche im Jahre 1983 durch Semm erstmals beschrieben wurde

(22,23).

Aufgrund der traditionellen Ansicht, dass es sich bei der Appendizitis um ein progredientes
Krankheitsbild handelt, wobei unkomplizierte Formen unweigerlich in die komplizierte

Appendizitis Ubergehen, wurde lange Zeit angenommen, dass nach Diagnosestellung



notfallmaRig operiert werden miisse, um Komplikationen zu vermeiden. Diese Annahme
konnte durch mehrere Studien widerlegt werden, die zeigten, dass eine Verzogerung der
Operation nicht mit einer vermehrten Rate an Komplikationen einhergeht (24-30). Daher
werden auch Kinder mit akuter Appendizitis in vielen Abteilungen nicht mehr als Notfall in den
Nachtstunden operiert, sondern am folgenden Tag. Die Patient*innen erhalten eine
antibiotische Therapie, welche bei Diagnosestellung - aber spatestens 60 Minuten vor
Operationsbeginn - begonnen werden sollte (31). Intraoperativ erfolgt ein Appendixabstrich
zum Keimnachweis. Am haufigsten werden Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa und
Klebsiella pneunomiae nachgewiesen (32). Gangige Empfehlungen fiir die antibiotische
Therapie sind Cefuroxim oder Cefotaxim in Kombination mit Metronidazol oder
Piperacillin/Tazobactam (32-34). Letzteres weist vorteilig und im Gegensatz zu den
Cephalsporinen keine Enterokokkenliicke auf. Im Fall einer phlegmondsen Appendizitis wird
die antibiotische Therapie den meisten Empfehlungen folgend in der Regel postoperativ
beendet, im Fall einer gangranosen oder perforierenden Appendizitis wird eine antibiotische

Therapie flir weitere 3-5 Tage empfohlen (33).

Beim Vorliegen eines intraabdominellen Abszesses wird in der Regel eine primar konservative
antibiotische Behandlung empfohlen. Beim Vorliegen von grofReren Abszessen kann eine CT-
oder sonographisch gesteuerte Einlage einer Drainage erfolgten. Diskutiert wird die

anschlieBende Appendektomie im beschwerdefreien Intervall nach bis zu 10 Wochen (35-37).

1.2.2. Die konservative Behandlung der akuten Appendizitis

Gerade in den letzten Jahrzehnten hat die Wahrnehmung klinisch unkomplizierter Verlaufe
dazu gefiihrt, dass konservative Behandlungsverfahren als Alternative zum chirurgischen
Vorgehen entwickelt wurden. Die konservative Therapie weist eine groRe Akzeptanz bei
padiatrischen Patient*innen und deren Eltern auf und stellt zudem eine kostengiinstige

Alternative dar (38).

Im Jahr 2006 veroffentlichten Styrud et al. eine prospektive Studie, die 252 mannliche
Probanden im Alter zwischen 18 und 50 Jahren einschloss. Die Patienten wurden bei

Diagnosestellung randomisiert und einer Operation oder einer antibiotischen Therapie



zugeordnet (2 Tage intravends und anschliefRend 10 Tage oral). Von den rein antibiotisch
behandelten Patienten bendtigten 86% keine Operation; 18 Patienten wurden bei
kontinuierlichen Beschwerden operiert. Die Autoren schlussfolgerten, dass die akute nicht-
perforierende Appendizitis antibiotisch behandelt werden kénne (39). Mittlerweile gibt es
einige randomisiert-kontrollierte Studien an erwachsenen Patienten (39—-41). Svensson et al.
haben die Durchfiihrbarkeit einer antibiotischen Therapie anhand von 50 padiatrischen
Patienten mit nicht-perforierender Appendizitis gezeigt, die praoperativ mittels
Computertomographie diagnostiziert wurden. Bei 22 von 24 Patienten (92%), die primar
antibiotisch behandelt wurden, erzielte die Therapie Symptomfreiheit (41). Ein Jahr spater
veroffentlichten Hartwich et al. eine weitere kontrolliert-randomisierte Studie an Kindern im
Alter zwischen 5-18 Jahren, bei der ebenfalls 24 Patient*innen antibiotisch behandelt wurden

(37).

Die antibiotische Therapie hat sich grundsatzlich als machbar erwiesen. Allerdings sind die
Studien mit einer hohen Anzahl an Therapieversagern verbunden: Eine abschlieRende 5-
Jahres Follow-up Studie von Patkova et al. hat eine Misserfolgsrate von 11/24 aufgrund von

wiederkehrenden Anzeichen und Symptomen einer akuten Appendizitis gezeigt (42).

Es ist denkbar, dass die hohe Quote an Therapieversagern aufgrund unzureichender
Auswahlkriterien entsteht: Eine komplizierte Appendizitis flihrte zum Studienausschluss der
Patienten. Der entscheidende Punkt ist, dass die komplizierte Appendizitis allein durch die
Perforation definiert wurde. Das ist zunachst verstandlich: Eine Perforation ist mit einem
schlechteren Outcome und einer Sterblichkeit von bis zu 5% assoziiert. Die Rate an
Perforationen in der jlingeren Altersklasse erreicht Haufigkeiten von 40-57% (8,17) . Diese
Definition der komplizierten Appendizitis entspricht jedoch nicht dem modernen Verstandnis:
Die aktuelle Studienlage spricht stark dafiir, dass die komplizierte Appendizitis auf der Ebene
der gangranosen Appendizitis definiert werden muss. Bereits die transmurale Nekrose bei der
gangranosen Appendizitis ermoglicht die bakterielle Migration durch die Appendixwand.
Diese Barrierestorung stellt aufgrund des geringeren Widerstandes der Blinddarmwand die
Voraussetzung fur die Perforation dar. Dies geht mit einem klinisch komplizierten Verlauf
sogar ohne oder vor Auftreten einer Perforation einher (9,15,17). Somit zielen die

Studiendesigns der beschriebenen randomisiert-kontrollierten Studien sehr wahrscheinlich



auf das falsche Diskriminierungsniveau. Des Weiteren haben die verwendeten diagnostischen
Verfahren in den Studien zur konservativen Behandlung der Appendizitis nicht einmal
ermoglicht, die Perforation zuverlassig zu erkennen (42). Die entscheidende Frage ist also, wie
man die unkomplizierte von der komplizierten (gangrandsen) Appendizitis bereits praoperativ
unter Verzicht auf eine histologische Untersuchung unterscheiden kann, um konservative

Therapiestrategien auf dieser Ebene zu unterstiitzen oder gar erst zu ermdoglichen.

1.3. Problematik der etablierten Diagnostik bei der akuten Appendizitis

Die akute Appendizitis kann sich auf unterschiedliche Weise prasentieren. Die aktuelle
Diagnosestellung basiert daher auf mehreren Pfeilern: die Anamnese, die klinische
Untersuchung, die Labordiagnostik und die bildgebenden Verfahren (44). Derzeit erfolgt die
Diagnostik ohne die zuverlassige Moglichkeit zur praoperativen Unterscheidung einer
unkomplizierten (phlegmondsen) oder komplizierten (gangrandsen) Appendizitis. In Hinblick
auf die unterschiedlichen Therapiemdoglichkeiten wird es in Zukunft wichtig werden, die
unkomplizierte und komplizierte Appendizitis - definiert auf histopathologischer Ebene -
mittels diagnostischer Verfahren bereits pratherapeutisch ohne Vorliegen eines
histopathologischen Befundes zu unterscheiden. Die Anamnese und die klinische
Untersuchung erlauben aufgrund der vielfiltigen Prasentation der Appendizitis keine
Differenzierung der Appendizitisentitdten. Schon die klinische Diagnose der akuten
Appendizitis an sich, ohne weitere Differenzierung, stellt insbesondere im Kindesalter eine

Herausforderung dar (45).

Neben den klassischen Parametern wie dem C-reaktiven Protein (CRP) und den
Leukozytenzahlen bietet die Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio (NLR) und neue
inflammatorische Marker wie Chemokine und Enzyme eine Moglichkeit, unterschiedliche
Schweregrade der akuten Appendizitis zu differenzieren (46—48). Yang et al. beschrieben 2019
ein erhohtes CRP, hohere Leukozytenzahlen, eine Neutrophilie sowie ein erniedrigtes
Serumnatrium bei Patienten mit perforierender Appendizitis (49). Die Neutrophile-to-
Lymphocyte Ratio kann sowohl zur Diagnosestellung als auch zur Bestimmung des
Schweregrades der akuten Appendizitis verwendet werden (50). So finden sich in der Arbeit

von Kahramanca et al. ein differenzierter NLR-Grenzwert (engl. Cutoff point) fiir das Vorliegen



einer akuten Appendizitis von 4,68 und fiir das einer komplizierten Appendizitis von 5,74,
definiert als gangrands oder perforierend (46). Die Arbeiten zeigen auf der einen Seite die
Notwendigkeit und Anstrengungen, die Diagnostik der akuten Appendizitis laborchemisch zu
verbessern. Auf der anderen Seite wird deutlich, dass keine Einigkeit hinsichtlich der Definition

der Schweregrade der akuten Appendizitis besteht.

An bildgebenden Verfahren kommen die Magnetresonanztomographie (MRT), die
Computertomographie (CT) sowie die Sonographie in Betracht. MRT und CT weisen eine hohe
Spezifitat zur Erkennung einer akuten Appendizitis auf. Hierfir ist allerdings eine
Strahlenexposition und/oder das Verabreichen von Kontrastmittel notwendig (51,52). Zudem
ist gerade bei kleinen Kindern aufgrund fehlender Compliance eine Sedierung erforderlich.

Die Sonographie ist als leicht durchfiihrbare und strahlenfreie Bildgebung die zur Diagnostik
der Appendizitis im Kindes- und Jugendalter bevorzugte Methode (Leitlinie der Gesellschaft
flr Padiatrische Radiologie 2020). Sonographische Zeichen einer Appendizitis konnen in zwei
Kategorien eingeteilt werden: Auffilligkeiten der Appendix selbst und Umgebungsreaktionen
(53). Die hochste Sensitivitat und Spezifitdat zur Diagnostik der Appendizitis haben der
Appendixdurchmesser sowie die Wandverdickung (54). Ein Appendixdurchmesser von >6 mm,
eine Wandverdickung von >2 mm, freie intraabdominelle Flissigkeit, eine umgebende
Fettinflammation, ein Abszess, ein Konglomerat, ein Appendikolith und eine Lymphadenitis
sind sonographische Zeichen einer Appendizitis (55-59). Allerdings erfordert die Sonographie
Erfahrung und die Ergebnisse sind stark vom Untersucher-abhdngig. Zudem besteht eine
besondere Schwierigkeit, wenn Komplikationen wie ein perityphlitischer Abszess oder eine
Perforation mit Flussigkeitsansammlung vorliegen. Hierbei kann die Appendix ihre Struktur

verlieren, sodass sie sich schlecht oder gar nicht darstellen lasst (57).

Mehrere Studien analysierten, welche Ultraschallbefunde eine Perforation der Appendizitis
nahelegen. Eine retrospektive Untersuchung mit 161 Kindern konnte zeigen, dass der
sonographische Nachweis eines Abszesses, der Verlust der echogenen submucosalen Schicht
der Appendix und das Vorliegen eines Appendikolithen bei Kindern unter dem 8. Lebensjahr
mit einer perforierenden Appendizitis assoziiert sind (56). Tulin-Silver et al. wiesen nach, dass
Abszess/Flussigkeit, ein Appendikolith, dilatierte Darmschlingen und eine erhéhte hepatische

periportale Echogenitat signifikant mit einer perforierenden Appendizitis bei Kindern
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vergesellschaftet sind. Die Kombination von dilatierten Darmschlingen, echogenem Fett und
Flissigkeit im rechten Unterbauch wies die hochste Spezifitdt fiir das Vorliegen einer
perforierenden Appendizitis auf (57). Diese beiden Studien unterscheiden allerdings nur die
nicht-perforierende von den perforierenden Appendizitiden. Da die gangrdandse Appendizitis
aufgrund der Komplikationsrate und der potenziell entstehenden Perforation ebenfalls zu den
komplizierten Appendizitiden gerechnet werden muss, ist eine sonographische
Unterscheidung der phlegmondsen von den gangranodsen/perforierenden Appendizitiden
sinnvoll. Hierzu gibt es eine Arbeit von Xu et al. aus dem Jahr 2017. Der Verlust der
submucosalen Schicht erwies sich als einziger unabhangiger Indikator einer komplizierten

Appendizitis, definiert als gangrandse Appendizitis (59).

1.4. Innovative diagnostische Methoden

1.4.1. Kiinstliche Intelligenz

Die kinstliche Intelligenz (KI) und das maschinelle Lernen (ML) stellen Untersucher-
unabhangige Methoden dar, die geeignet sind, die Aussagekraft diagnostischer Methoden zu
erhohen. Es handelt sich hierbei um Teilgebiete der Computerwissenschaft. Durch kiinstliche
Intelligenz werden einem Computer dabei autonome Fahigkeiten zur Problemlésung
verliehen, ohne dass ihm jeder einzelne Schritt vorgegeben wird. Das maschinelle Lernen
befasst sich mit Methoden, mit denen kiinstliche Intelligenz umgesetzt werden kann. Im
letzten Jahrzehnt haben verbesserte Algorithmen, verbesserte Hardware und eine steigende
Anzahl an verfligbaren Daten zum starken Anstieg der Anwendung von kinstlicher Intelligenz

in der Medizin geflihrt (60).

Beim maschinellen Lernen unterscheidet man hauptsachlich zwischen zwei Arten: 1) unter
supervised learning versteht man lUberwachtes Lernen basierend auf dem Training einer
Datenprobe aus einer Quelle mit bereits zugewiesener korrekter Klassifizierung, 2) beim
unsupervised learning lernen selbstorganisierende neuronale Netzwerke mithilfe eines
unlberwachten Lernalgorithmus (61). Zur Entwicklung eines Modells wird der Datensatz in
Daten zum Training, Daten zur Validierung und Daten fiir den Test des Modells geteilt. Im
ersten Schritt werden die Daten zum Training durch den Anwender lGberwacht eingefiigt. Die

Daten zur Validierung werden zur Abstimmung des in Entwicklung befindlichen Algorithmus
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verwendet. Die Daten fiir den Test des Modells dienen der ersten echten externen
Validierung. Eine Situation, in der sich der Lernalgorithmus an die Trainingsdaten anpasst, wird
als Overfitting bezeichnet, das es zu vermeiden gilt (62).

Beim maschinellen Lernen haufig angewendete Methoden sind deep learning, support vector
machines, Ensemble-Techniken und logische Regression (63). Beim deep learning werden
kiinstliche neuronale Netzwerke (deep neural networks) eingesetzt, wobei die Daten in einem
mehrstufigen Prozess der Mustererkennung viele Zwischenschichten zwischen Eingabeschicht
und Ausgabeschicht durchlaufen (64). Support vector machines sind Computeralgorithmen,
die anhand von Beispielen lernen, Objekten bestimmte Labels zuzuordnen. Sie werden
mittlerweile fiir eine Vielzahl von biologischen Anwendungen heran gezogen (65). Bei
Ensemble-Techniken handelt es sich um Lernalgorithmen, die eine Reihe von Klassifikatoren
erstellen und dann neue Datenpunkte klassifizieren, indem sie eine gewichtete Abstimmung
ihrer Vorhersage durchfihren (66). Bei einer logistischen Regression wird die
Klassenzugehdorigkeitswahrscheinlichkeit fur Kategorien im Datensatz berechnet. Bei der
Methode der decision trees teilt ein Algorithmus den Datensatz immer wieder nach einem
bestimmten Kriterium, sodass die Trennung der Daten erfolgt, was zu einer baumartigen

Struktur flhrt (67).

Im Jahr 1988 wurde das Konzept der kiinstlichen Intelligenz zur Diagnosefindung in der
Medizin erstmals von Szolovits und Kollegen vorgestellt (68). Mittlerweile wurde die
Anwendbarkeit der Kl in der Diagnostik auf dem Gebiet der Chirurgie mehrfach bestatigt und
es ist ein breites Anwendungsspektrum verfiigbar. Im Jahr 2017 veroéffentlichten Farahmand
et al. eine Studie zur Anwendung von kinstlicher Intelligenz bei Patienten mit akutem
Abdomen in der Notaufnahme. Sie erstellten mit kiinstlicher Intelligenz ein Modell zur
Triagierung. Allerdings schlussfolgerten sie, dass die Methode lediglich eine akzeptable
Genauigkeit besitzt (69). Die Anwendbarkeit von KI wurde auch fir Wundinfektionen
demonstriert (70). Bertsimas et al. konnten zeigen, dass kiinstliche Intelligenz zur Vorhersage
von Rickenmarksverletzungen im Kindesalter angewandt werden kann (71). Die
Entwicklungen auf dem Gebiet der kiinstlichen Intelligenz lassen sich auch in anderen
Bereichen auf dem Gebiet der Kinderchirurgie umsetzen und zur Optimierung der Diagnostik

einsetzen (72).
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1.4.2. Genexpressionsanalyse

Der Begriff Genexpression bezeichnet das Auftreten der genetischen Information (Genotyp)
im Phanotyp. Der Weg vom Gen zum Genprodukt erfolgt Uber die Transkription und
Translation. Bei der Transkription wird die doppelstrangige DNA (Desoxyribonukleinsdure,
engl.: desoxyribonucleic acid) mittels DNA-abhangiger RNA-Polymerasen in einstrangige
mRNA (Boten-Ribonukleinsdure, engl.: messenger ribonucleic acid) umgeschrieben (73). Bei
der folgenden Translation wird die mRNA durch Bindung der mRNA am Ribosom in die
Aminosauresequenz eines Proteins Ubersetzt und durch Faltung das funktionsfahige Protein
gebildet (74). Entsprechend der Aktivitat einer Zelle werden nur bestimmte DNA-Abschnitte
in mRNA (bersetzt, um die bendtigten Proteine zu bilden. Die Analyse der kurzzeitig

vorhanden mRNA entspricht somit der Aktivitat der Zelle.

Uber die Analyse der mRNA Synthese lassen sich spezifische Aussagen lber die Art der
Genexpression machen. Es ermoglicht zum einen, die Pathophysiologie der Krankheitsbilder
besser zu verstehen, zum anderen kénnen spezifische Biomarker zur Diagnostik identifiziert

werden (s.u.).

Ein Krankheitsbild, zu dem einige Studien die Anwendbarkeit von Genexpression nahelegen,
ist die Sepsis. Tang et al. analysierten Blutproben mittels Oligonukleotid-Mikroarray und
konnten somit zeigen, dass bestimmte Gene bei Patient*innen mit Sepsis signifikant vermehrt
exprimiert werden. Beim Anwenden von kiinstlicher Intelligenz auf die Genexpressionsdaten
konnten sie eine Vorhersagegenauigkeit einer Sepsis von 88% erreichen (75). In einer
padiatrischen Studie konnten Wong et al. demonstrieren, dass eine Repression von Genen,
die einer zinkbezogenen Biologie entsprechen, bei Kindern mit septischem Schock vorliegt
(76). In der Arbeit von Belamuth et al. wurde Kindern mit Sepsis Blutproben zur RNA-Isolierung
und Analyse mittels GeneChip Array abgenommen. Die Auswertung legt eine unterschiedliche
Expression von Genen des Interferon-Signalweges und der viralen Immunitat nahe. Cornell et
al. diskutierten, dass Genexpressionsstudien zur kindlichen Sepsis das biologische Verstandnis

verbessern und hierdurch Ziele fiir neue Therapien identifiziert werden kénnen (77).
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Mehrere Arbeiten beschéaftigen sich mit der Genexpression bei Patient*innen mit akuter
Appendizitis. Bereits im Jahr 2008 untersuchten Murphy et al. die inflammatorische
Genexpression von 22 Kindern mit akuter Appendizitis. Ein wesentliches Ergebnis ist, dass die
Hohe der Interleukin-8-Expression mit dem Grad der Neutrophileninfiltration korrelierte. Eine
Subklassendifferenzierung unterschiedlicher inflammatorischer Entitaten wurde nicht
durchgefiihrt (78).

In der Arbeit von Chawla et al. aus dem Jahr 2016 wurde eine genomweite
Genexpressionsanalyse, angewendet auf Vollblut-RNA, bei Patienten mit akuter Appendizitis
im Vergleich zu anderen abdominellen Erkrankungen durchgefiihrt. Auch hier wurde die
Appendizitis als homogenes Krankheitsbild betrachtet und keine unterschiedlichen
Appendizitisentitaten untersucht. Es konnten 37 unterschiedlich exprimierte Gene
nachgewiesen werden, die in 3 Gruppen eingeteilt wurden: infektionsbedingt,
entziindungsbedingt und ribosomale Verarbeitung. Die Verdanderungen des mRNA-
Expressionsspiegels bei Patient*innen mit akuter Appendizitis hingen mit dem angeborenen

Abwehrsystem von Neutrophilen zusammen (79).

Biomarkersignaturen auf Genexpressionsbasis haben das Potential, ein zentrales Werkzeug
zur Diagnostik von infektiosen Erkrankungen zu werden. Sie sind definiert als moéglichst kleine
Kombinationen von nicht-redundanten Genen mit der bestmoglichen Vorhersagekraft und
der maximalen Reproduzierbarkeit. Eine Voraussetzung zur klinischen Anwendung ist eine

schnelle und kostenglinstige Detektierung der Genexpression (80).
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1.5. Zielsetzungen

Beziiglich der beschriebenen Zusammenhange ergeben sich folgende Fragestellungen:

1) Welche Aussagekraft hat die etablierte apparative Diagnostik und Labordiagnostik
hinsichtlich der prdaoperativen Unterscheidung von histologisch phlegmondser und
gangranoser Appendizitis?

a. Lassen sich die Entitaten anhand von Merkmalen im Differenzialblutbild und
beim CRP unterscheiden?

b. Lassen sich die Entitditen anhand sonographischer Kriterien unterscheiden?

2) Kann die diagnostische Sicherheit bei der Unterscheidung der Appendizitisentitaten
durch die Anwendung von Methoden der kinstlichen Intelligenz auf

routinediagnostische Parameter erh6ht werden?

3) Lassen sich durch eine genomweite Genexpressionsanalyse Rickschlisse auf
unterschiedliche pathophysiologische Vorgdnge bei den Entitaten ziehen? Gibt es

Hinweise auf diagnostisch anwendbare molekulare Marker?

4) Ergeben sich durch die Anwendung von Methoden der kiinstlichen Intelligenz auf
Genexpressionsdaten differenzierende Biomarkersignaturen zur Unterscheidung der

Appendizitisentitaten (Proof-of-Concept)?
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2. EIGENE ARBEITEN IM WISSENSCHAFTLICHEN KONTEXT

2.1. Etablierte Diagnostik zur Differenzierung der Entititen der

Appendizitis
2.1.1. Labordiagnostik

P1 Minderjahn MlI, Schadlich D, Radtke J, Rothe K, Reismann M. Phlegmonous appendicitis

in children is characterized by eosinophilia in white blood cell counts. World J Pediatr.

2018;14(5):504-509. Doi: http://doi.org/10.1007/s12519-018-0173-3

Die aktuelle Datenlage hat gezeigt, dass bei Patient*innen mit unkomplizierter, phlegmondser
Appendizitis eine konservative Therapie grundsétzlich durchflihrbar ist. Flir Patient*innen mit
komplizierter Appendizitis bleibt die operative Therapie die Methode der Wahl (38—43). Die
Frage, wie die unkomplizierte phlegmondse Appendizitis praoperativ von der komplizierten

gangrandsen Form unterschieden werden kann, ist noch ungeklart.

Studien weisen darauf hin, dass bei den unterschiedlichen Entitdaten der akuten Appendizitis
verschiedene immunologische Mechanismen eine Rolle spielen (5,6). Die leukozytédren
Kompartimente lassen als ,Endprodukte” pathophysiologischer Vorgange Riickschliisse auf
diese Prozesse zu. Der CRP-Wert wiederum ldsst Rickschlisse auf die Intensitdt der
Entzindungsreaktion zu. Daher wurden in den vorliegenden Arbeiten die

Differenzialblutbilder und die CRP-Werte von Patient*innen mit Appendizitis analysiert.

In einer ersten Studie wurden 647 Kinder eingeschlossen und die Subpopulationen der

Leukozyten und die CRP-Werte zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme analysiert.

Als allgemeiner inflammatorischer Parameter stieg das CRP bei Patient*innen mit
gangranoser komplizierter Appendizitis (ACA) kontinuierlich an, wohingegen das CRP bei
Patient*innen mit phlegmondser unkomplizierter Appendizitis (AUA) im Mittel niedrigere
Werte und einen Abfall nach iber 36h nach Symptombeginn zeigte. Bei der Auswertung des
Blutbildes konnte nachgewiesen werden, dass die Leukozyten bei Patient*innen mit ACA

signifikant hoher waren als bei Patient*innen mit AUA. Bei beiden Patientengruppen fiel der
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Wert der Leukozyten mit der Dauer nach Symptombeginn ab. Kinder mit ACA zeigten im Mittel
signifikant erhohte Werte der neutrophilen Granulozyten und Monozyten. Zentral war die
Beobachtung, dass die Inflammation von Kindern mit AUA durch eine statistisch signifikante
relative Erh6hung von eosinophilen und basophilen Granulozyten gekennzeichnet war. Dies
war insbesondere mit Evidenz zur Th2-Abhangigkeit der phlegmonoésen Appendizitis

vereinbar.

17



Minderjahn MI, Schadlich D, Radtke J, Rothe K, Reismann M. Phlegmonous appendicitis in
children is characterized by eosinophilia in white blood cell counts. World J Pediatr.

2018;14(5):504-9. Doi: 10.1007/s12519-018-0173-3
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P2 Reismann J, Schidlich D, Minderjahn MI, Rothe K, Reismann M. Eosinophilia in pediatric

uncomplicated appendicitis is a time stable pattern. Pediatr Surg Int. 2019;35(3):335-340. Doi:
https://doi.org/10.1007/s00383-018-4423-1

In einer zweiten Arbeit wurden die mittleren Zellzahlen der Leukozyten und CRP-Werte bei
858 Patient*innen mit akuter Appendizitis in Relation zum zeitlichen Verlauf von Beginn der
abdominellen Schmerzsymptomatik bis zur Blutentnahme untersucht. Zur Datenauswertung
wurden daher 12-Stunden Intervalle nach Symptombeginn definiert: 0-12h, >12-24 h, >2436h,
>36-48h, >48-72 und >72 h nach Symptombeginn.

Der Verlauf des CRP war bei Patient*innen mit ACA von einem deutlichen Anstieg Gber den
zeitlichen Verlauf der Erkrankung gepragt. Im Gegensatz hierzu lag der initiale CRP Wert bei
Patient*innen mit AUC bereits im ersten Zeitintervall signifikant niedriger und stieg auch Gber
den Verlauf der Erkrankung deutlich weniger an. Interessanterweise zeigte sich kein
signifikanter Unterschied des CRP beim Vergleich von Kindern mit AUC und Kindern mit
Negativappendektomie.

Die Leukozyten waren bei Patient*innen mit ACA in jedem Zeitintervall signifikant héher als
bei Kindern mit AUA. Bei Kindern mit AUA fand sich eine signifikante Erhéhung der
eosinophilen Granulozyten im Vergleich zu ACA, welche Uber die Zeitintervalle stabil
nachweisbar war. Bei Patient*innen mit ACA war die Anzahl der neutrophilen Granulozyten

und Monozyten erhéht.

Somit konnten die Unterschiede, die bereits in der vorherigen Arbeit gezeigt wurde, auch
zeitlich stabil nachgewiesen werden. Dies kann als weiterer Hinweis auf die unterschiedlichen
Entititen gewertet werden, da ein Ubergang der einen in die andere Entziindungsform auf

der Basis dieser Daten unwahrscheinlich erscheint.
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Reismann J, Schadlich D, Minderjahn MlI, Rothe K, Reismann M. Eosinophilia in pediatric
uncomplicated appendicitis is a time stable pattern. Pediatr Surg Int. 2018;35(3):335-40. Doi:
10.1007/s00383-018-4423-1
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2.1.2. Abdomensonographie

P3 Rawolle T, Reismann M, Minderjahn MI, Bassir C, Hauptmann K, Rothe K, Reismann J.

Sonographic differentiatino of complicated from uncomplicated appendicitis. Br J Radiol.

2019;92(1099):20190102. Doi: 10.1259/bjr.20190102

Neben der klinischen Untersuchung und der Blutbilduntersuchung ist die Bildgebung mittels
Sonographie eine etablierte Diagnostik der akuten Appendizitis (81). In Zukunft wird nicht nur
die Frage geklart werden missen, ob es sich bei den Patient*innen um eine akute Appendizitis
handelt, sondern auch, ob es sich um eine unkomplizierte (histopathologisch phlegmonés)
oder komplizierte Appendizitis (histopathologisch gangréands oder perforierend) handelt, um

dadurch unterschiedliche Therapien (konservativ vs. operativ) einleiten zu konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden retrospektiv die sonographischen Befunde von 446 Kindern
mit unkomplizierter Appendizitis und von 348 Kindern mit komplizierter Appendizitis
analysiert. Die besondere Herausforderung bei dieser Arbeit bestand erneut darin, dass das
relevante Kriterium zur Unterscheidung nicht wie in anderen Arbeiten durch die Perforation,

sondern durch die transmurale Nekrose gekennzeichnet war.

Es konnte nachgewiesen werden, dass einige in der Abdomensonographie erfassten Befunde
zur Unterscheidung zwischen einer so definierten unkomplizierten und komplizierten
Appendizitis dienen kénnen. Geeignete Parameter sind der Appendixdurchmesser, die
periappendizitische Fettinflammation und das Vorhandensein eines Appendikolithen sowie
die durch den Kinderradiologen vermutete Perforation. Die Assoziation dieser Befunde mit
der komplizierten Appendizitis war im Rahmen der univariaten und multivariaten logistischen
Regressionsanalysen durch entsprechende Odds Ratios und statistische signifikante

Unterschiede gekennzeichnet.
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Objective: This study aims to differentiate acute uncom-
plicated and complicated appendicitis, by investigating
the correlation between sonographic findings and histo-
logical results in different types of paediatric appendi-
citis.

Methods: This is a retrospective study of 1017 paediatric
patients (age < 18 years) who underwent ultrasound
by paediatric radiologists before appendicectomy at
our institution between 2006 and 2016. Histologically,
uncomplicated appendicitis was primarily associated
with transmural infiltration of neutrophil granulocytes,
while complicated appendicitis was characterised by
transmural myonecrosis. Logistic regression analyses
were used to investigate the association between sono-
graphic and histological findings.

Results: Out of 566 (56%) male and 451 (44%) female
patients with a mean age of 10.7 years, uncomplicated
appendicitis was histologically diagnosed in 446 (44%)
children and complicated appendicitis was diagnosed
in 348 (34%) cases. The following ultrasound findings
were significantly associated with complicated appen-
dicitis in multivariate regression: an increased appen-
diceal diameter (OR = 1.3, p < .001), periappendiceal fat
inflammation (OR = 1.5, p = 0.02), the presence of an

INTRODUCTION

The distinction between different forms of acute appen-
dicitis (AA)® through the use of abdominal ultrasound by
(paediatric) radiologists will become more important in
the near future due to the fact that epidemiological and
immunological studies strongly support the view that
histologically phlegmonous appendicitis (corresponding
to clinical acute uncomplicated appendicitis; AUA®) and
histologically gangrenous appendicitis possibly leading to
perforation (corresponding to clinical acute complicated
appendicitis; ACA®) seem to be independent entities.'”

appendicolith (OR =1.7, p = 0.01) and a suspected perfo-
ration (OR = 6.0, p < .001) by the pediatric radiologist.
For complicated appendicitis, an appendiceal diameter
of more than 6 mm had the highest sensitivity (98%),
while a sonographically suspected perforation showed
the highest specificity (94%).

Conclusion: Abdominal sonography by paediatric radi-
ologists can differentiate between uncomplicated and
complicated appendicitis in paediatric patients by using
an increased appendiceal diameter, periappendiceal fat
inflammation, the presence of an appendicolith and a
suspected perforation as discriminatory markers.
Advances in knowledge: This paper demonstrates
expanded information on ultrasound, which is not only
an essential tool for diagnosing appendicitis, but also a
key method for distinguishing between different forms of
appendicitis when performed by paediatric radiologists.
Compared with previous studies, the crucial distinction
features in our analysis are 1) the definition of gangrene
and not primarily perforation as an acute complicated
appendicitis enabling early decision-making by sonog-
raphy and 2) a large number of patients in a particularly
affected age group.

The differentiation is relevant for various reasons. Early
detection of complicated appendicitis including gangrene
with or without perforation is crucial for timely appli-
cation of special antibiotic regimens and for estimation
of the optimal time point for surgery.® Furthermore, this
kind of differentiation might even offer the possibility of
different treatment options. Nowadays, acute appendicitis
is the most common diagnosis of paediatric patients who
undergo surgical treatment and patients still experience
a remarkably high rate of postoperative complications,
despite the fact that most of the procedures are performed
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laparoscopically.”® However, recent and upcoming paediatric
studies have confirmed or the aim to support that nonoperative
management with antibiotics is a feasible and safe option for
patients with acute uncomplicated phlegmonous appendicitis
while appendicectomy remains the appropriate treatment for
acute complicated appendicitis defined by gangrene or perfo-
ration.'”™"> Of note, conservative treatment leads to symptom
relief just after one day and thus is not inferior to appendicec-
tomy concerning this matter.'® Therefore, the use of ultrasound
for the pre-operative differentiation between gangrenous/perfo-
rated appendicitis and uncomplicated appendicitis is important,
especially in regard of defining treatment groups.

Different studies tried to preoperatively distinguish AUA and
ACA by means of imaging methods as MRI or CT. Even if these
methods achieved high specificity values between 85 and 99%
for detecting perforated appendicitis, they were associated with
either radiation exposure or injection of a contrast medium.!”'8
However, ultrasound is considered to be the most appropriate
imaging method to diagnose paediatric AA with a specificity
greater than 98%.'° Moreover, ultrasound was recently shown to
be a reliable imaging method to differentiate between perforated
and non-perforated appendicitis by means of highly specific
findings like the loss of the echogenic submucosal layer and
complex periappendiceal fluid.**** Blumfield et al presented a
score combining laboratory values, clinical presentations and
ultrasound findings that yielded specificity for ACA of up to
99%.2* However, these authors concentrated on the differen-
tiation of perforated and non-perforated appendicitis, while
current evidence suggests that complicated appendicitis is
already given earlier in the pathophysiological process by the
presence of transmural myonecrosis.® The present study aims to
investigate ultrasound as a discriminatory tool to differentiate
between acute uncomplicated appendicitis and acute compli-
cated appendicitis. The outstanding importance of this paper is
demonstrated by the extended number of exclusively paediatric
and adolescent patients.

*acute appendicitis

b acute uncomplicated appendicitis

€ acute complicated appendicitis

METHODS

This is a single-center retrospective study of all patients aged
0-17 years who underwent ultrasound for suspected acute
appendicitis at the department of paediatric surgery of Charité
Universititsmedizin Berlin, Germany between December 2006
and September 2016. Our institutional review board and the
ethical committee approved this study.

Study population

Eligible participants were identified by searching our hospital
information system for all paediatric patients who underwent
appendicectomy. Medical charts of all patients who received ultra-
sound examinations before appendicectomy were reviewed for
gender, age, date of admission, date of operation, histopathology

and ultrasound findings. Exclusion criteria consisted of missing
histopathology, missing data, secondary or elective appendicec-
tomy, oxyuriasis and carcinoid (Figure 1).

Ultrasound examination

All ultrasound examinations were performed or directly super-
vised by experienced consultant paediatric radiologists, who
were all members of the board, in case of suspected appendi-
citis. Radiologists had access to the medical charts and anam-
nesis of patients. The abdominal sonography was performed
with a convex or linear transducer (1 and 12 MHZ) adapted to
the patient’s body constitution. The radiologists’ reports were
analysed for ultrasonographic features standardly examined
and according to previous studies, including the following: the
appendiceal wall diameter, periappendiceal fat inflammation,
free abdominal fluid, abscess, conglomerate, appendicolith and
lymphadenitis.”*~** Therefore, the appendiceal diameter was
measured from outer wall to outer wall. Appendiceal wall oedema
was defined as an obliteration of the layers. Periappendiceal fat
inflammation was diagnosed when an increased echogenicity of
the periappendiceal tissue was observed. Free abdominal fluid
was defined as both simple and complex localised fluid, whether
in direct proximity of the appendix or not, whereas an abscess
was diagnosed when a walled-off accumulation of periappen-
diceal fluid was identified. Conglomerate was defined as an
appendix grouped together with or indistinguishable from other
intestinal structures. An appendicolith was diagnosed when an
intraluminal hyperechogenic focus with an acoustic shadow was
identified. Lymphadenitis was defined as sonographically detect-
able lymph nodes. In some cases the radiologist documented a
suspected perforation due to the overall composition of patho-
logical changes. During the review process, vague ultrasound
reports were discussed with the most experienced radiologist to
classify the ultrasound findings according to our categories.

Histopathological classification

Histopathological analyses were retrospectively reviewed to
classify appendicitis. The following three groups of appendicitis
were differentiated: phlegmonous, gangrenous and perforated
appendicitis. Phlegmonous appendicitis was defined by trans-
mural neutrophilic infiltration of the appendix without gangrene
or perforation. Gangrenous appendicitis was characterised by
ischemic areas with transmural myonecrosis, while perforation
was defined by the presence of a transmural defect.”® In clin-
ical settings the histological finding of phlegmonous appendi-
citis directly corresponds with uncomplicated courses (AUA),
whereas gangrenous appendicitis and perforation are catego-
rised as acute complicated appendicitis (ACA), as stated in the
literature.**

Correlations between ultrasound findings and histopathological
results are visualised in Figure 2.

Statistical analysis

Categorical variables are reported as frequencies and percent-
ages, whereas continuous variables are given as mean + stan-
dard deviation (SD) values. Age is given as mean and range.
Univariate logistic regression analysis was performed on each
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Figure 1. Patient flow diagram.

between December 2006 and September 2016

1102 patients aged 0-17 years underwent ultrasonography because of suspected acute appendicitis

85 patients were excluded

1) secondary appendicectomy (n=34)
2) missing histopathology (n=21)

3) missing data (n=12)

v

A4

4) elective appendicectomy (n=8)
5) oxyuriasis (n=4)
6) carcinoid (n=6)

1017 patients were included

/N

negative histopathology
(n=223)

acute appendicitis (n=794)

N\

(n=446)

uncomplicated appendicitis

complicated appendicitis
(n=348)

sonographic finding regarding the histopathological diagnosis
of acute complicated appendicitis. To determine a proper model
for the multivariate regression analysis a backward variable elim-
ination algorithm was performed based on the —2-Log-Like-
lihood criterion where variables with p > 0.1 were eliminated.
For this reason, only the following five variables were included
in the multivariate regression: the appendiceal wall diameter,
periappendiceal fat inflammation, conglomerate, the presence
of an appendicolith and a suspected perforation. Results are
presented as Odds Ratios (OR) with a confidence interval of 95%.
Sensitivity, specificity, positive and negative predictive value for
each sonographic finding were calculated. Data was statistically
analysed with SPSS (IBM) version 25. Significant differences
were defined by a corrected error probability of p < 0.05.

Since the study is retrospective and observational, we did not
perform a sample size calculation (power analysis) before the
commencement of the study. However, with a sample size of n =

N\

gangrene

perforation
(n=78)

(n=270)

794 patients (n = 446 with AUA; n = 348 with ACA) the study has
sufficient statistical power to detect small effect sizes. Assuming
that for a binary variable X the probability P (complicated | X =
0)=0.438 (relative frequency of cases with complicated appendi-
citis) the Wald test (logistic regression) has a power of more than
80% to detect an odds ratio OR= (P(complicated | X = 1)/ P(not
complicated | X = 1))/(P(complicated | X = 0)/ P(not complicated
| X = 0)) of OR = 1.492. The test is two-sided and the level of
significance is a = 0.05. The power analysis was carried out using
the software PASS 16.

RESULTS

Patient sample

1017 out of 1102 patients who received ultrasound due to
suspected acute appendicitis (AA) and who underwent appen-
dicectomy, met the inclusion criteria (566 (56%) male and 451
(44%) female patients). Patients were excluded from further
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Figure 2. Negative: a: normal sonography of appendix; b: nor-
mal histopathological conditions with normal wall structure
and no signs of inflammation. Phlegmonous (= acute uncom-
plicated appendicitis): c: appendix with marked echogenic
reaction; d: diffuse granulocytic infiltration of the wall into the
subserous fatty tissue and the mesenteriolum. Gangrenous (=
acute complicated appendicitis): e: wall oedema, beginning
fragmentation of the wall structure; f: microabscesses in the
wall and circumscribed almost complete wall necrosis. Severe
fibrinous-purulent serositis. Fibrinous-purulent inflammation
of adjacent fatty tissue.

normal

uncomplicated

complicated
e

analysis due to secondary appendicectomies (n = 34), missing
histopathology (n = 21), missing data (n = 12), elective appen-
dicectomy (n = 8), oxyuriasis (n = 4) and carcinoids (n = 6)
(Figure 1). Histopathologically 794 (78%) cases provided a
diagnosis of acute appendicitis including 446 (56%) patients
with AUA and 348 (44%) children with ACA. The negative
appendicectomy rate was 22% (n = 223).

The patients mean age was 10.7 (0-17) years. In comparison,
patients suffering from AA (AUA and ACA) were significantly
younger than patients, who turned out to be negative (10.2
(0-17) vs 12.3 (1-17), p < .001). It was more common for
male patients to be diagnosed with histopathological proven
AA than female patients (n = 477, 60% vs n = 317, 40%, p <

Table 1. Distribution of age, sex and sonographic findings

Rawolle et a/

0.001), while gender composition in patients with negative
histology was reversed (male: n = 88, 39% vs female: n = 135,
61%, p < 0.001). The appendix was sonographically detectable
in 862 (85%) patients, whereby radiologists were significantly
less successful in locating the appendix in patients with nega-
tive histology as with AA (n = 54, 24% vs n = 101, 13%; p <
.001). There were also significant differences between both
groups (AA vs negative histology) regarding mean appendi-
ceal diameter values (9.8 + 2.5 mm vs 7.2 + 1.6 mm, p < .001).
The sonographers expected a phlegmon in 180 (18%) patients,
which was 48% consistent with the histopathological diag-
nosis. In 145 (14%) cases, radiologists suspected a perforation
matching 67% (n = 97) with the histopathological result. In
692 (68%) sonographic reports the radiologists did not differ-
entiate between AUA and ACA (Table 1).

Acute complicated appendicitis

Patients with ACA (n = 348) included 270 (78%) cases with
histopathologically diagnosed perforation and 78 (22%) cases
in which a gangrenous appendix was identified. Mean age of
ACA was 9.4 years (0-17) and was thus significantly younger
than the mean age of patients with AUA (10.9 (1-17), p <.001).
The gender composition was comparable in both groups (ACA
vs AUA). The mean appendiceal diameter of patients with
ACA was significantly increased compared to that of patients
with AUA (10.5 + 2.6 mm vs 9.3 + 2.2 mm, p <.001) (Table 1).

To identify associations between sonographic findings and
ACA, univariate and multivariate logistic regression analyses
were performed. In univariate logistic regression, the following
sonographic findings were significantly associated with ACA: an
increased appendiceal diameter (OR = 1.3, p <.001), periappen-
diceal fat inflammation (OR = 2.3, p <.001), free abdominal fluid
(OR = 1.4, p = 0.02), abscess (OR = 14.0, p < .001), conglomerate
(OR =17.7, p <.001), appendicolith (OR = 2.3, p <.001) and the
suspicion of a perforation expressed by the radiologist (OR = 8.8,
p <.001) (Table 2).

Characteristic Total (n=1017) | AA(n=794) | AUA (n=446) | ACA (n=348) | Negative (n =223)
Age (years) 10.7 (0-17) 10.2 (0-17) 109 (1-17) 9.4 (0-17) 123 (1-17)
Sex

Male 566 (56%) 478 (60%) 263 (59%) 215 (62%) 88 (40%)

Female 451 (44%) 316 (40%) 183 (41%) 133 (38%) 135 (60%)
Appendiceal wall diameter (mm) 9.3+25 9.8+25 9.3+22 10.5£2.6 72+1.6
Appendiceal wall oedema 74 (7%) 68 (9%) 42 (9%) 26 (7%) 6 (3%)
Periappendiceal fat inflammation 452 (44%) 426 (54%) 225 (51%) 201 (58%) 26 (12%)
Free abdominal fluid 419 (41%) 348 (44%) 187 (42%) 161 (46%) 71 (32%)
Abscess 16 (2%) 16 (2%) 2 (<1%) 14 (4%) 0
Conglomerate 10 (1%) 10 (1%) 1 (<1%) 9 (3%) 0
Appendicolith 135 (13%) 124 (16%) 54 (12%) 70 (20%) 11 (5%)
Lymphadenitis 165 (16%) 132 (17%) 79 (18%) 53 (15%) 33 (15%)

AA: acute appendicitis, AUA: acute uncomplicated appendicitis, ACA: acute complicated appendicitis.
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Table 2. Sonographic findings and associations with acute complicated appendicitis (n = 348) in 1017 patients with suspected

acute appendicitis

Univariate Logistic Regression Multivariate Logistic Regression *
Sonographic finding P-value OR (95% CI) P-value OR (95% CI)
Appendiceal wall diameter a <.001 1.34 (1.26-1.43) <.001 1.27 (1.18-1.36)
Appendiceal wall oedema 0.86 1.05 (0.64-1.71)
Periappendiceal fat inflammation <.001 2.28 (1.75-2.97) 0.02 1.51 (1.08-2.11)
Free abdominal fluid 0.02 1.37 (1.06-1.78)
Abscess <.001 13.98 (3.16-61.86)
Conglomerate <.001 17.74 (2.24-140.56) 0.11 6.66 (0.66-67.51)
Appendicolith <.001 2.34(1.62-3.38) 0.01 1.73 (1.12-2.67)
Lymphadenitis 0.54 0.89 (0.63-1.28)
Expected perforation <.001 8.75(5.79-13.21) <.001 6.03 (3.78-9.62)

P values are specified to two significant digits unless <.001. OR: odds ratio.

2n = 862 patients with sonographically detectable appendixes.

In multivariate analysis, statistically significant positive associ-
ations with ACA were only found for an increased appendiceal
diameter (OR = 1.3, p <.001), periappendiceal fat inflammation
(OR = 1.5, p = 0.02), the presence of an appendicolith (OR = 1.7,
p =0.01) and a suspected perforation by the paediatric radiolo-
gist (OR = 6.0, p < .001) among the sonographic findings exam-
ined (Table 2).

The highest sensitivity (98%) of all investigated parameters that
were significantly associated with ACA had an appendiceal
diameter of more than 6 mm, whereas specificity (11%) is very
low for this characteristic. Higher specificity values are observed
with increasing appendiceal diameters (>6 mm) at the expense of
sensitivity values. The most specific (94%) sonographic finding

of ACA is an expected perforation by the paediatric radiologist
(Table 3). The concordance rate of a suspected perforation by
the paediatric radiologist and histopathology was 67% (n = 97).
However, the remaining 33% (n = 48) had the following histo-
pathological results: 20% (n = 29) phlegmonous appendicitis,
10% (n = 14) gangrenous appendicitis and 3% (n = 5) negative
histopathology.

DISCUSSION

The differentiation between AUA and ACA aroused new
interest due to recent studies indicating that an antibiot-
ic-only treatment for children with AUA is safe.'®!* Therefore,
imaging modalities seem to be a suitable method to accom-
plish a reliable distinction between AUA and ACA. Moreover,

Table 3. Sensitivity and specificity values of sonographic findings for acute complicated appendicitis

Sonographic finding Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%)
Appendiceal wall diameter
>5mm 99.4 (97.4,99.9) 2.1(1.2,3.5) 34.6 (34.3,34.9) 87.5 (61.5,96.8)
>6 mm 98.0 (95.9,99.2) 11.4 (9.1,14.0) 36.5 (25.8,37.2) 91.6 (83.5,95.9)
>7 mm 94.5 (91.6,96.7) 25.7 (22.4,29.2) 39.8 (38.6,41.1) 90.1 (85.2,93.5)
>8 mm 81.9 (77.4,85.8) 43.9 (40.1,47.8) 43.2 (41.2,45.2) 82.4 (78.6,85.6)
>9 mm 68.1 (62.9,73.0) 58.1 (54.3,61.9) 45.8 (43.0,48.7) 77.8 (74.8,80.5)
Appendiceal wall oedema 7.5(4.9,10.8) 92.8 (90.6,94.7) 35.1 (25.5,46.2) 65.9 (65.0,66.7)
Periappendiceal fat infl ion 57.8 (52.4;63.0) 62.5 (58.5,66.1) 44.5 (41.2,47.8) 74.0 (71.3,76.5)
Free abdominal fluid 46.3 (40.9,51.7) 61.4 (57.6,65.1) 38.4 (35.0,42.0) 68.7 (66.2,71.1)
Abscess 4.0 (2.2,6.7) 99.7 (98.9,100) 87.5(61.5,96.8) 66.6 (66.1,67.1)
Conglomerate 2.6(1.2,4.9) 99.9 (99.2,100) 90.0 (53.4,98.6) 66.3 (66.0,66.7)
Appendicolith 20.1 (16.0,24.7) 90.3 (87.8,92.4) 51.9 (44.1,59.5) 68.5 (67.2,69.7)
Lymphadenitis 15.2 (11.6,19.4) 83.3(80.2,86.0) 32.1(26.0,39.0) 65.3 (64.1,66.6)
Expected perforation 31.9 (27.0,37.1) 94.9 (93.9,96.5) 76.6 (69.5,82.4) 72.8 (71.3,74.3)

NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.
Data in parentheses are the 95% confidence interval.

5of 8 birpublications.org/bjr

36

Br J Radiol;92:20190102




BJR

ultrasound as a radiation-free tool is the imaging method of
choice for evaluating paediatric patients with suspected AA
and was even shown to be useful to improve diagnostic accu-
racy of advanced imaging methods like CT.?® Accordingly, this
study has a focus on the ultrasonographic findings in different
forms of appendicitis in a great cohort of paediatric patients.
Advantageously, this study only took into account ultrasound
reports performed by highly trained paediatric radiologists to
support the diagnostic process. Whereas most hospitals rely
on ultrasound by emergency physicians with different levels
of experience, which could lead to inconclusive results as well
as limited sensitivity and specificity.”” Thus, we hoped to iden-
tify sonographic findings that could broaden the approach
and aid differentiation between uncomplicated and compli-
cated appendicitis, including gangrenous and perforated
appendicitis.

Firstly, we were able to confirm that in multivariate analysis, an
increased appendiceal diameter and the presence of an appen-
dicolith are significantly associated with acute complicated
appendicitis. Furthermore, in comparison to studies with
much smaller patient numbers, we were able to add the fact
that periappendiceal fat inflammation was significantly asso-
ciated with an acute complicated appendicitis.*>?! On top of
that, we could gain evidence that the preoperatively suspected
histological categorisation (perforation) of appendicitis deter-
mined by a paediatric radiologist using ultrasound is a highly
specific diagnostical component.

Moreover, our study confirmed that an appendiceal diam-
eter greater than 6 mm achieved the highest sensitivity for
ACA (98%). On the other hand, specificity was quite insuf-
ficient (11%). In addition, appendiceal diameter values of
patients with negative appendicectomy ranged from 2 to 13
mm, which indicates that relying on an appendiceal diam-
eter greater than 6 mm could lead to appendicectomy not
only in patients with uncomplicated appendicitis, but also in
children without appendicitis. Moreover, Park et al observed
that faecal impaction of the appendix leads to misdiagnosis
of acute appendicitis by increasing the appendiceal diameter
without any inflammation as well.?® This points out that a crit-
ical value of the appendiceal diameter for appendicitis is not
feasible, although a 6 mm diameter is frequently defined as the
diagnostic cutoff for appendicitis.'” However, specificity can
be improved by increasing appendiceal diameter values to the
detriment of sensitivity values.

Most interestingly, in this study periappendiceal fat inflamma-
tion was significantly associated with ACA, whereas previous
studies could only suggest a positive association with perfora-
tion without significance.?”! This might be primarily attribut-
able to the substantially greater study population investigated
in this research. Besides, the inclusion of gangrenous appendi-
citis as complicated appendicitis versus only perforation could
have an effect. This would be compatible with the results of
Xu et al, who suggested associations between periappendiceal
fat inflammation and ACA including gangrene - but without
statistical significance in a small study group.**

Rawolle et a/

The presence of an appendicolith was a highly specific (90%)
sonographic finding for ACA. The importance of detecting
appendicoliths as a sign of ACA was also promoted by Mahida
et al who reported a failure rate of 60% for conservative treat-
ment of children with an appendicolith.”’ Moreover, Gonzalez
et al already suggested that ultrasound is a reliable test to iden-
tify complicated appendicitis and patients with appendicoliths
(sensitivity: 58%; specificity: 78%) to exclude them from nonop-
erative treatment.’® Interestingly, our study’s data showed that
children with appendicoliths were significantly younger than
those without appendicoliths (9.6 (1-17) vs 10.8 (0-17) years, p
<.001), which was consistent with age groups comparing ACA
and AUA (9.4 (0-17) vs 10.9 (1-17) years, p < .001). This fact
validated the presence of an appendicolith to be a key criterion
for differentiating complicated from uncomplicated appendicitis.

Besides, our study investigated the predictive value of the radiol-
ogist’s tentative diagnosis of perforation for the first time to
show whether it is feasible to rely on the assessment of highly
trained paediatric radiologists. We were able to demonstrate that
a suspected perforation was significantly associated with ACA
with a sensitivity of 32% and specificity of 94%. The concordance
rate of a suspected perforation by the paediatric radiologist and
histopathology was 67%. However, the remaining patients had a
phlegmonous appendicitis (n = 29), a gangrenous appendicitis
(n = 14), or negative histopathology (n = 5). Because only 32% of
ultrasound reports contained a tentative diagnosis of the radiol-
ogist, the true significance of this finding is unclear and needs to
be verified in prospective studies.

Loss of the echogenic submucosal layer was a reproducible
sonographic finding associated with perforation in previous
studies.?** Xu et al even demonstrated that this characteristic
is not only a sign of perforation, but also an indication of ACA
including appendiceal gangrenes.** By evaluating the appendi-
ceal wall oedema, we could not support these results.

An interesting finding in our study was the mean negative appen-
dicectomy rate of 21.8%. This was due to the overestimation of
clinical signs of appendicitis in the first years of the retrospective
study period (maximum 28.5% in 2009). The negative appendi-
cectomy rate was able to be substantially reduced down to 11.1%
in the year 2015 through the use of primarily ultrasound-based
decision making. This finding emphasizes the value of ultra-
sound investigation within the diagnostic process and decision
making in appendicitis as a central imaging tool.

Our study has some limitations: First of all, this study was
limited by its retrospective design so that ultrasound find-
ings might not have been reported in full detail. Secondly, the
investigated parameters were not standardised. Moreover, our
retrospective analysis was limited due to the fact that the radiol-
ogists looked for signs of acute appendicitis without the need to
specify different entities. Due to these limitations of our study,
we plan a prospective study with a standardised investigation
sheet. Hereby, we plan to simultaneously offer the possibility to
investigate if there were other factors the radiologists considered
to differentiate between the types of appendicitis, which led to
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the high specificity of their prognosis. We hope to be able to add
more information on ultrasound findings, for instance appendi-
ceal intraluminal fluid in ultrasound examinations as this feature
was considered important for differentiating between AUA and
ACAP

CONCLUSION

In conclusion, our results show that ultrasound is not only
helpful for differentiating between unperforated and perforated
appendicitis, but also plays an important role in predicting
complicated appendicitis including gangrenes and perforation.
Not only are factors such as an increased appendiceal diam-
eter, periappendiceal fat inflammation and the presence of an
appendicolith significantly associated with ACA, but so is a

sonographically suspected perforation conducted by a paediatric
radiologist. Therefore, all of the afore mentioned can act as major
guiding characteristics for a physician when planning adequate
treatment.
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2.2. Anwendung und Untersuchung neuer Verfahren zur Differenzierung

der Entitdten der Appendizitis

2.2.1. Anwendung von Methoden der kiinstlichen Intelligenz und des maschinellen

Lernens auf diagnostische Routineparameter

P4 Reismann J, Romualdi A, Kiss N, Minderjahn M, Kallarackal J, Schad M, Reismann M.
Diagnosis and classification of pediatric acute appendicitis by artificial intelligence methods:
An investigator-independent approach. PLos ONE. 2019;14(9):e0222030. Doi:
10.1371/journal.pone.0222030

Die klinische Untersuchung ist durch eine groRe Variabilitdat zwischen den Untersuchern und
die Notwendigkeit der Interpretation bereits zur Diagnose der akuten Appendizitis ohne
weitere Differenzierung regelmalig Uberfordert. Zudem konnten wir in den Vorarbeiten
zeigen, dass die etablierten Parameter der Labor- und bildgebenden Diagnostik fiir sich allein
genommen zwar hinsichtlich der Entitdten hinweisgebend sind, aber keine zuverlassige
Differenzierung fur die klinische Anwendung zulassen. In der folgenden Arbeit wurde daher
ein Untersucher-unabhdngiger Ansatz mittels der Anwendung von Methoden der kiinstlichen
Intelligenz (KI) und des maschinellen Lernens (ML) auf objektive routinediagnostische
Parameter getestet. Diese haben fir sich allein genommen keine ausreichende Trennscharfe
zur pratherapeutischen Differenzierung der histopathologisch definierten Entitdaten: das
Differenzialblutbild, das C-reaktive Protein (CRP) und der Durchmesser der Appendix in der
Ultraschalluntersuchung. Insgesamt wurden Daten von 590 Patienten in die Analyse mittels
eines supervised learning Algorithmus einbezogen. Hiervon wurden die Daten von 35% der
Patient*innen zum Training des Klassifikationsmodells verwendet und die Daten der

verbleibenden 65% der Patient*innen zur Validierung des Modells genutzt.

In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Methoden der kiinstlichen
Intelligenz und des maschinellen Lernens die Fahigkeit, zwischen unkomplizierter und
komplizierter Appendizitis zu differenzieren, im Vergleich zur bisherigen Standarddiagnostik

auf der Basis isolierter Parameter, deutlich erhohen.
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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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negative

uncomplicated complicated

Fig 1. Sonographic images of appendices from 8 years old female patients without inflammation, with uncomplicated and with complicated appendicitis; cross
and longitudinal sections, respective maximum diameters [mm].

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030.g001

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 # lines and p columns.

In the discovery phase, we identified relevant biomarkers: we first built a sequence of dis-
tinct biomarker signatures {bmy, . . ..,bm,. .., bm,} and then implement a binary classification
problem fitting the parameters of a linear model on the discovery data Xaiscovery» 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 (complicated’ + ‘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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Fig 2. Illustration of development and validation of biomarker signatures.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030.9002

All performance values denoted here were obtained measuring the performance of the
trained obtained model, on the validation data X,jidation-

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 appendiciti
number age gender negative pli d 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
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Table 2. Numbers and characteristics of patients for development of specific biomarker signatures: Detection of complicated appendicitis.

number age gender negative pli d 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.t002

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
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Fig 3. ROC curves. a: analysis of the predictive capacity for discrimination between appendicitis 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; accuracies of biomarker signatures and of conventional single markers with respect to sensi-
tivity and specificity levels at selected points for diagnosis of an acute appendicitis with the biomarker signature (sensitivity 0.93, specificity 0.67; Fig 3A-3C).

Biomarker AUC | Specificity at targeted Accuracy 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 091 067 090 093 090
[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
[0.30-0.41 ] [0.76-0.97]

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030.t003
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Table 4. Areas under the curve (AUC) of ROC curve shown in Fig 3D; accuracies of biomarker signatures and of conventional single markers with respect to sensi-
tivity and specificity levels at selected points for differentiation from complicated appendicitis with the biomarker signature (sensitivity 0.95, specificity 0.33; Figs

Biomarker | AUC | Specificity at targeted sensitivity | Accuracy at targeted sensitivity | Sensitivity at targeted specificity | Accuracy at targeted specificity

d-f).
(Fig of 0.95
3D) [95% CI]
(Fig 3E)
signature 0.80 033
[0.24,-0.42]
CRP 0.75 0.19
[0.12-0.26]
leukocytes | 0.64 0.1
[0.3-0.16]
neutrophils | 0.65 0.14
[0.8-0.24]

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222030.t004

of 0.95 of 0.33 of 0.33

(Fig 3E) [95% CI] (Fig 3F)
(Fig 3F)

0.51 0.95 0.51
[0.93-0.97]

0.41 0.91 0.5
[0.88-0.93]

034 0.86 0.48
[0.82-0.90]

0.38 0.84 0.48
[0.81-0.88]

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

S1 Fig. 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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2.2.2. Differenzierende genomweite Genexpressionsanalyse

P5 Kiss N, Minderjahn M, Reismann J, Svensson J, Wester T, Hauptmann K, Schad M,
Kallarackal J, von Bernuth H, Reismann M. Use of gene expression profiling to identify
candidate genes for pretherapeutic patient classification in acute appendicitis. BJS Open.

2021;5(1):zraa045. Doi: 10.1093/bjsopen/zraa045

Da die Studienlage auf immunologische Unterschiede von Patient*innen mit unkomplizierter
und komplizierter Appendizitis hinweist, erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine prospektive
genomweite Genexpressionsanalyse von Patient*innen mit phlegmondser und gangrandser

Appendizitis.

Ziel war es, pathophysiologische Einblicke in das Krankheitsbild der akuten Appendizitis zu
erlangen. Es sollte zum einen die Untersuchung der Unterschiede in der Genexpression bei
Kindern mit unkomplizierter und komplizierter Appendizitis erfolgen. Zum anderen sollte die
Untersuchung der Genexpression die Beschreibung spezifischer Pathophysiologien und
insbesondere  Unterschiede in Bezug auf immunologische Signalwege der
Appendizitisentitaten ermdglichen.

Es erfolgte die prospektive genomweite Genexpressionsanalyse von 56666 Genen von 13
Patient*innen mit phlegmondser und von 16 Patient*innen mit gangrandser Appendizitis. Die
spezifisch immunologische Signalweganalyse erfolgte auf Basis der generally applicable gene

set enrichment method nach Luo et al. (82).

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Expressionen von immunologischen Signalwegen von
Patient*innen mit phlegmondser und gangrandser Appendizitis unterscheiden. In der Gruppe
der phlegmonoésen Appendizitiden handelt es sich um Genexpressionsmuster, die mit
immunologischen Mechanismen vereinbar sind, die typischerweise mit einer viralen Infektion
assoziiert sind, wohingegen bei der gangriandsen Appendizitis Muster vorliegen, die am

ehesten durch eine antibakterielle Abwehr erklart sind.
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Abstract

Background: Phlegmonous and gangrenous appendicitis represent independent pathophysiological entities with different clinical
courses ranging from spontaneous resolution to septic disease. However, reliable predictive methods for these clinical phenotypes
have not yet been established. In an attempt to provide pathophysiological insights into the matter, a genomewide gene expression
analysis was undertaken in patients with acute appendicitis.

Methods: Peripheral blood mononuclear cells were isolated and, after histological confirmation of PA or GA, analysed for genome-
wide gene expression profiling using RNA microarray technology and subsequent pathway analysis.

Results: Samples from 29 patients aged 7-17 years were included. Genomewide gene expression analysis was performed on
13 samples of phlegmonous and 16 of gangrenous appendicitis. From a total of 56 666 genes, 3594 were significantly differently
expressed. Distinct interaction between T and B cells in the phlegmonous appendicitis group was suggested by overexpression of
T cell receptor o and f subunits, CD2, CD3, MHC II, CD40L, and the B cell markers CD72 and CD79, indicating an antiviral mechanism.
In the gangrenous appendicitis group, expression of genes delineating antibacterial mechanisms was found.

Conclusion: These results provide evidence for different and independent gene expression in phlegmonous and gangrenous
appendicitis in general, but also suggest distinct immunological patterns for the respective entities. In particular, the findings are
compatible with previous evidence of spontaneous resolution in phlegmonous and progressive disease in gangrenous appendicitis.

Introduction

Surgeons know how to treat appendicitis: either surgically with
appendicectomy and supporting measures like abscess drainage,
or conservatively without operation®. Nevertheless, the optimal
treatment depends on the stage or type of inflammation of the
vermiform appendix.

The presence of necrosis seems to be the determining factor:
necrotizing gangrenous appendicitis (GA) is associated with a
complicated clinical course including increased rates of peritoni-
tis and abscess formation, even if perforation is not present,
whereas non-necrotizing, phlegmonous appendicitis (PA) usually
seems to be self-limiting’~. Further insights into epidemiological
aspects have shown that perforated and non-perforated appendi-
citis are characterized by independent frequencies within defined
populations®. Histologically, perforated GA, referred to clinically
as complicated appendicitis, seems to evolve much faster than
previously thought, with increased risk of abscess formation up

to septic disease, and can rarely be prevented. In contrast, un-
complicated, non-perforated inflammation appears to be self-
limiting, with spontaneously decreasing inflammatory values in
a large proportion of those affected®. These epidemiological data
are supported by evidence from an RCT® comparing treatment
results for patients who had been diagnosed with uncomplicated
appendicitis, and were treated conservatively with or without
antibiotics. Rates of treatment failure were comparable in the
two arms (79.3 versus 76.6 per cent). Further support for the hy-
pothesis of independent inflammatory entities is provided by im-
munological evidence. PA and GA differ significantly in terms of
distinct underlying immunological patterns; there are primarily
Th2-helper cell-dependent mechanisms in those with PA and
Th1/Th17-dependent mechanisms in patients with gangrenous
inflammation®’.

As the inflammatory entity seemingly determines the clinical
course, these types of appendicitis require different therapeutic
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courses of action. Therefore, decisive diagnostics are mandatory
to reliably differentiate complicated from uncomplicated appen-
dicitis.

Clinical investigation and laboratory values are basic methods
used in the diagnosis of acute appendicitis®. In an analysis of the
use of routine laboratory values (full blood count and C-reactive
protein) for pretherapeutic prediction of PA and GA, the parame-
ters tested did not provide a decisive distinction between the two,
although steady pathophysiological differences between the his-
topathological entities were demonstrated®.

Currently, imaging techniques such as CT seem to provide
good capacity for differentiation between complicated and un-
complicated appendicitis’®. In a study'* focused on the value of
radiation-free sonography for differentiation of the inflammatory
types in children, abdominal ultrasonography proved to be a
valuable tool for the diagnosis of appendicitis, but was limited in
terms of differentiation of the two entities. Application of artifi-
cial intelligence and methods of machine learning to the labora-
tory parameters and sonographically measured appendiceal
diameters led to substantially improved capacity for the discrimi-
nation of PA and GA, and thereby computer algorithm-based bio-
marker signatures were established'?.

This comprehensive prospective whole-genome gene expres-
sion study essentially encompasses two objectives. First, the aim
was to investigate the general extent of gene expression differen-
ces in children with PA and GA. Second, the entities were exam-
ined at a basic level of gene expression that would allow
description of specific pathophysiological and, particularly, im-
munological differences in terms of pathways. Interesting differ-
ences between PA and GA have already been described at the
genomic level'*. The present description of dynamic gene expres-
sion level with subsequent pathway analysis for differential diag-
nosis of acute appendicitis is a novel approach.

Methods

This was a single-centre, prospective study of patients aged 7-17
years who had undergone surgery for acute appendicitis
at the Department of Paediatric Surgery of Charité -
Universitdtsmedizin Berlin, between April and August 2019. The
specific age group in this paediatric surgical population was de-
termined as a necessary level of ability to consent and reading
comprehension was required in order to be able to give informed
consent to participate in the study. The study was approved for
the limited number of patients (30 + expected exclusion rate of 10
per cent) by the institutional ethics committee (reference number
ES2/130/16), with the perspective of a subsequent sample size
calculation for a larger study.

Inclusion criteria for the study were: patients aged 7-17 years
with a sonographically suspected diagnosis of acute appendicitis
and scheduled for appendicectomy”. Patients and parents were
informed by means of appropriate age-adapted information
sheets (children aged 7-14 and 15-17 years; separate leaflets for
parents) to obtain informed consent. Patients were specifically
asked to report the onset of abdominal pain (= 30 min). The inter-
val between the start of symptoms and blood sample collection
was calculated accordingly.

Exclusion criteria were: missing consent; concomitant disease;
previous or present specific treatment for acute appendicitis
(conservative or surgical); antibiotic treatment within the past
2 weeks; interval between blood sample collection and isolation
of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) more than 1 h;

insufficient RNA quality (RNA integrity number (RIN) below 7);
and appendicectomy not performed (no histopathological speci-
men).

In strict accordance with the ethics committee’s approval,
blood samples (at least 5 ml) were drawn during routine medical
laboratory investigations in the paediatric emergency depart-
ment. The isolation of PBMCs was performed within 1 h after
blood sampling. The blood from each individual was suspended
in phosphate-buffered saline (PBS) at a 1: 1 ratio. Density gradi-
ent centrifugation was performed using Ficoll® PM400 (GE
Healthcare, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) at room temperature
for 30 min at 400g. After isolation of the monocyte layer, the cells
were resuspended in PBS and centrifuged twice for 5 min at 400g.
After final resuspension in 1 ml PBS, centrifugation and removal
of the supernatant, the native cells were frozen at -20°C using a
sample freezing container (Mr. Frosty™, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, Massachusetts, USA) and finally stored at -80°C
in liquid nitrogen.

Histopathological examination
After appendicectomy, the resected appendixes were classified
histopathologically according to Carr’. PA is characterized by
transmural infiltration of the appendix by neutrophilic granulo-
cytes, serositis, microabscesses, and oedema, without gangrene
or perforation. GA is especially characterized by ischaemic areas
in the appendix with transmural myonecrosis. Perforated appen-
dicitis is defined by gangrenous alterations with a transmural
defect of the appendix wall. Fig. 1 shows the major histopatholog-
ical features for group assignment (phlegmonous versus gangre-
nous) in comparison to normal appendix.

After the primary histopathological examination, a second
blinded evaluation was undertaken by a specialized paediatric
pathologist.

Laboratory workflow

Total RNA was isolated from PBMCs using a NucleoSpin™ RNA
Plus kit (Macherey-Nagel, Germany). RNA quality control was
achieved using a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) and the RNA 6000 Pico Kit for total RNA samples.
For quantitative control, photometric measurement was per-
formed using a NanoDrop™ 2000 spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA). The quality
of each sample was evaluated based on the Bioanalyzer RIN.
Samples with a RIN above 7 fulfilled quality control and were
subjected to labelling.

For labelling, a Low Input QuickAmp Labeling Kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) was used to generate fluo-
rescent complementary RNA (cRNA). A random primer-oligo-dT
primer mixture was used for first-strand synthesis. After second-
strand synthesis, in vitro transcription for synthesis of cRNA la-
belled with cyanine 3-CTP was performed.

Some 600 ng of each Cy3-labelled cRNA was hybridized at
65°C for 17 h on an OakLabs 8x60K ArrayXS Human Agilent mi-
croarray (design ID 79407) containing probes for 56 666 genes, us-
ing an Agilent Gene Expression Hybridization Kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), followed by microarray
wash and scanning on a SureScan Microarray Scanner (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) at a resolution of 3 pm to
generate 20-bit TIF files according to the manufacturer’s proto-
cols.
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a Normal b Phlegmonous

Fig. 1 Appendiceal histology

C Gangrenous

a Uninflamed appendix with normal lymphofollicular structures, b phlegmonous appendicitis with oedema and diffuse transmural granulocytic infiltration, and
c gangrenous appendicitis with almost complete wall necrosis and fibrinous—purulent inflammation of serosa and adjacent fatty tissue

Microarray data analysis

TIF files were extracted using Feature Extraction Software version
11 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) and the
GE1_1105_0ct12 protocol. The resulting raw data were analysed
using DirectArray Software (OakLabs, Hennigsdorf, Germany).
The signal distributions of the raw data were visualized using box
plots to identify potential issues for individual samples.

Samples were quantile normalized and subjected to statistical
analysis (PA versus GA) by applying Welch'’s test and calculating
log, fold changes for each gene. P < 0-050 was considered statisti-
cally significant.

Pathway analysis

Differentially expressed pathways were identified using the gener-
ally applicable gene set enrichment method of Luo and co-workers'*
and the gage package in R (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria). The following immunologically relevant pathways
are referred to in this analysis: Toll-like receptor signalling pathway;
antigen processing and presentation; NOD-like receptor signalling
pathway; haematopoietic cell lineage; natural killer cell-mediated
cytotoxicity; tumour necrosis factor (TNF) signalling pathway and
intestinal immune network for IgA production; complement and co-
agulation pathways; retinoic acid-inducible gene (RIG) I-like receptor
signalling pathway; cytosolic DNA-sensing pathway; C-type lectin
receptor signalling pathway; T cell receptor signalling pathway; Th1l
and Th2 cell differentiation; Th17 cell differentiation; interleukin (IL)
17 signalling pathway; FceRI signalling pathway; FcyR-mediated
phagocytosis; and chemokine signalling pathway.

The significantly differentially expressed genes from the rele-
vant pathways were visualized in a heatmap. For the colour rep-
resentation, Z-scores were calculated for each line; Z-scores
represent differences between a gene’s normalized signal for a
sample and the gene's mean signal for all samples divided by the
standard deviation. The absolute Z-value represents the distance
between a sample’s gene signal and the gene’s mean signal of all
samples in standard deviation units. A sample’s gene signal be-
low the mean Z-value indicates a negative (blue) signal, whereas
a signal above the mean Z-value indicates a positive (red) signal.
Heatmap visualization was combined with hierarchical cluster-
ing, whereby samples with the most similar expression profiles—
based on normalized expression values—were clustered together.
Additionally, clusters were visualised as dendrograms, comple-
menting the heatmaps.
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Results

Thirty-three otherwise healthy patients with sonographic suspi-
cion of acute appendicitis were initially included. RNA quality
control led to exclusion of four samples that had signs of degra-
dation: three from patients with GA and one from a patient with
PA. After primary routine histopathological examination,
15 specimens were classified as phlegmonous and 14 as gangre-
nous. After blind histopathological re-evaluation by a specialized
paediatric pathologist, two samples from patients with a primary
diagnosis of PA were classified as gangrenous inflammation. The
PA group eventually consisted of 13 samples and the GA group of
16 (Fig. 2). No statistically significant differences were found with
regard to age, sex distribution, and time from onset of symptoms
to blood sample collection (Table 1).

Gene expression analysis

Box plots of raw gene expression signals of the samples finally in-
cluded and classified showed a similar distribution, with no obvi-
ously problematic samples (Fig. S1).

From a total of 56 666 protein-coding and non-coding RNAs
analysed, 3594 (6.3 per cent) were significantly differentially
expressed between the groups (P <0-050). The distribution of ex-
pression patterns (log, fold change versus -log (P)) with respect to
significant upregulation and downregulation of genes is illus-
trated in a volcano plot (Fig. S2).

Expression patterns within immunological
pathways

The following immunological pathways were significantly differ-
entially expressed: Toll and lmg signalling pathway, antigen
processing and presentation, NOD-like receptor signalling path-
way, haematopoietic cell lineage, natural killer cell-mediated cy-
totoxicity, TNF signalling pathway and intestinal immune
network for IgA production, complement and coagulation path-
ways, RIG-I-like receptor signalling pathway, Cytosolic DNA-
sensing pathway, C-type lectin receptor signalling pathway, T
cell receptor signalling pathway, Th1 and Th2 cell differentiation,
Th17 cell differentiation, 1L-17 signalling pathway, FceRI signal-
ling pathway, FcyR-mediated phagocytosis, and chemokine sig-
nalling pathway. Tables 2 and 3 show the significantly
differentially regulated mRNAs. Information about the specific
functions of the genes is provided in Table S1. Gene overexpres-
sion in the PA group was characterized by lymphoid cell lineage-
directed patterns, specifically those involved in T cell/B cell
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Patients enrolled
n=33

Excluded:
Samples with poor
mRNA quality n=4

Samples for analysis
n=29

Phlegmonous Gangrenous
appendicitis appendicitis
n=15 n=14

n=2
Phlegmonous Gangrenous
appendicitis appendicitis
n=13 n=16

%_1

‘ Gene expression analysis ‘

Fig. 2 Patient flow diagram

Table 1 Distribution of age, sex, and duration of symptoms
before sample collection

Total PhlegmonousGangrenous

(n=29) (n=13) (n=16)
Age (years)’ 11.3(26) 115(27)  11.1(2.6)
Sex ratio (F : M) 14:15 4:9 10:6
Duration of symptoms before  28.3(16.9) 24.0(13.3)  32.1(19.4)

sample collection (h)

‘Values are mean(s.d.).

interactions. In contrast, the expression pattern in the GA group
was primarily assigned to an antibacterial function.

Eleven of the significantly increased expressed genes in the PA
group concerning o or f subunits of the T cell receptor were found
within the top 100 expressed genes. In the GA group, two signifi-
cantly increased mRNAs were found among the top 100: SOCS3
and neutrophilic CD64. Based on statistically significant P values
within immunological pathways, a heat map for respective differ-
entially expressed genes was created (Fig. 3).

Discussion

Diagnostic methods provide the framework for the surgical
options for treatment of acute appendicitis. The authors’ motiva-
tion beyond clarification of the pathophysiologies was to show
what could be expected from gene expression data in the diagno-
sis of acute appendicitis in the future, especially with regard to
one of the most affected age groups. The medium-term goal is to
obtain the simplest possible molecular marker providing the
most valid information possible for rapid therapeutic decision-
making. Such a marker should be safe, objective (without need
for interpretation), easy to determine and, in terms of prospective
informative value, superior to other diagnostic tools such as im-
aging, clinical examination, standard laboratory parameters, and
combinatorial scores. The latter are especially useful, but they

Table 2 Significantly differentially expressed genes with
immunological relevance: relative gene overexpression in
patients with phlegmonous appendicitis

Gene Mean signal PA Mean signal GA pt
MHC class II 142 65 0043
HLA-F 2395 1585 0024
HLA-DOB 185 119 0.017
CD40L’ 444 250 0003
CD2 715 304 0027
CD3 224 121 0021
CD24 144 87 0021
CD23 582 276 0010
CD72 47 27 0023
NIK 150 83 0029
TRAF1 147 93 0042
cD79’ 4384 3148 0-004
Pol-III 66 42 0037
Interleukin 23 74 30 0-027
TCR B variable 2 19 7 0-012
TCR B variable 3-1 7 3 0-019
TCR Bvariable 4-2 45 29 0013
TCR B variable 5-5° 7 4 0-002
TCR f variable 5-6" 11 5 <0001
TCR f variable 6 55 27 0.013
TCR f variable 6-5 31 11 0024
TCR B variable 6-6 23 9 0-015
TCR f variable 6-8" 35 13 0003
TCR f variable 7-4° 17 7 0-008
TCR B variable 7-7" 7 2 < 0-001
TCR f variable 11-1 13 6 0-002
TCR f variable 11-3° 6 2 0-003
TCR B variable 14 23 9 0-045
TCR pvariable 15 6 2 0-019
TCR f variable 18 17 8 0022
TCR B variable 29-1 51 23 0-036
TCR a variable 1-2 19 10 0-016
TCR o variable 2 10 5 0-021
TCR o variable 8-6 15 8 0042
TCR o variable 10 6 4 0-026
TCR o variable 12-1° 7 3 0007
TCR = variable 12-2 19 11 0032
TCR o variable 16 8 3 0-018
TCR = variable 17 17 10 0044
TCR « variable 19° 23 10 0-004
TCR = variable 22 19 10 0042
TCR o variable 23 17 8 0-021
TCR o variable 24 9 5 0-019
TCR o variable 26-1 8 6 0-048
TCR o variable 35" 7 3 0-006
TCR = variable 38-2 25 15 0028
TCR o variable 41" 18 11 0003

“Gene expression within the top 100 differentially expressed genes (based on P
values). PA, phlegmonous appendicitis; GA, gangrenous appendicitis.
tWelch’s test.

represent complicated constructs with many variables, which
have to be interpreted partially™.

Overall, 6.3 per cent of the genes analysed in this study were
expressed significantly differently between the groups, demon-
strating substantial differences among inflammatory entities. For
complementary data analysis, the Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes was instrumentalized to map and link the dispa-
rately expressed genes to relevant molecular pathways. The
results of this complex data analysis gave rise to the hypothesis
that PA represents an immunological response to viral infections,
whereas GA results in an expression pattern related to an anti-
bacterial response.

Most theories generally designate luminal obstruction as
the primary origin of acute appendicitis®. In contrast, however,
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studies have shown faecaliths in up to 27 per cent of all autop-
sies without inflammatory changes to the appendix, indicating
that faecaliths are an incidental rather than a pathophysiologi-
cally causal finding in appendicitis specimens?. Nevertheless,
new insights into the pathophysiology of acute inflammation

Table 3 Significantly differentially expressed genes with
immunological relevance: relative gene overexpression in
patients with gangrenous appendicitis

Gene Mean signal PA Mean signal GA pt

CD11b 325 409 0-029
CD16b 1048 1678 0-032
CD35 437 658 0-022
CD55 1121 1540 0-032
CD36 2159 3046 0-023
TLRS 754 1134 0-011
TLR9 116 134 0-022
NLRP3 135 188 0-034
NLRC4 100 148 0-026
NLRP6 139 167 0-011
Cathelicidin 29 37 0-050
CD64 65 127 0-022
Cc9 68 87 0-032
SOCS3 1217 2366 0-010
IRAK4 260 327 0-030
Tpl2 kinase 188 324 0-037
IL-17A 196 251 0-048
LCN2 162 276 0-023

PA, phlegmonous appendicitis; GA, gangrenous appendicitis.
tWelch's test.

450
_ 360
5270
3 180
EY

o BN TINEN

-33 16 00 16 33
Z-Score

j |

A
A
A
A
A
A
B
B
A
A
B
B
A
A
A
B
B
B
B
A

9a_Gi

of the vermiform appendix, which could replace the refuted
theories, have been scarce.

In the present study, PA was characterized by lymphoid-
directed gene expression patterns. Particularly, overexpression of
o and B subunits of the T cell receptor, MHC class Il and CD40L, T
cell markers CD2 and CD3, and B-cell markers CD72 and CD79 in
patients with PA suggested a specific immunological synapse be-
tween T and B cells'®?°. That seems to be essential for the activa-
tion of B cells and the induction of an antiviral humoral
response; B cells are reciprocally activated by cytokines for anti-
body production upon virus internalization, degradation, MHC
class II-dependent antigen presentation, and recognition by Th2
cells via the T cell receptor-CD3 complex. Co-stimulation is pro-
vided by CD40/CD40L and CD2%?*** Overexpression of o and
B subunits of the T cell receptor in the PA group only represented
11 per cent of the top 100 overexpressed genes. These results con-
firm previous findings regarding Th2 cell-dependent immunolog-
ical mechanisms in patients with PA®’. In contrast, patterns
associated with myeloid lineage were found in patients with gan-
grenous inflammation. The monocyte and neutrophil markers
CD11b, CD16b, and CD64 point to a primarily antibacterial de-
fence?’. In particular, the significant upregulation of the bacterial
pattern recognition receptors toll-like receptor (TLR) 5 and TLR-9
supports this interpretation®”?*. Consistent with the authors’
theory, low antiviral function is demonstrated by overexpression
of suppressor of cytokine signalling (SOCS) 3, which inhibits anti-
viral cytokine signalling’*. SOCS3 expression might even explain
the relative overexpression of Th17 promoting interleukin 23 in
patients with PA; SOCS3 is a potent negative regulator of

- ENST00000390376 mmmmy
HLA-DOA2

Genes associated with T/B
Esreoiez e cell interaction significantly
upregulated in PA group

ENSrivooo1 7

5
[ B NihR Genes associated with
neutrophils and monocytes,
oohia significantly upregulated in
e GA group

Fig. 3 Heat map visualizing cluster formation of samples with similar immunological expression patterns

Samples from patients with phlegmonous appendicitis (PA) (GrA) or gangrenous appendicitis (GA) (GrB). Signals above (red) and below (blue) the mean signal are

shown.
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interleukin 23 expression®”. Thus, this seeming inconsistency
might be explained by downregulation in GA rather than upregu-
lation in PA.

Interestingly, the susceptibility of humans with the functional
IL-17A 152275913 polymorphism for appendicitis has been associ-
ated with advanced inflammation’®. This finding correlates
with the present observation of significantly enhanced IL-17A
expression in patients with GA. Further to this, the pathway
analysis especially contributes to the thesis of independent path-
ophysiologies. The specific functions of genes not mentioned
here are tabulated in Table S1.

The study results are in accordance with previous immunolog-
ical and infectiological investigations regarding acute appendici-
tis, and the authors’ hypothesis that PA and GA represent
independent entities. Mean symptom duration and distribution
of temporal patterns were comparable in the two groups. These
findings are consistent with previous evidence of independent in-
flammatory courses in patients with PA and GA, without transi-
tion from one form to the other®*.

Studies have shown that fetal development of the lymphatic
tissue in the appendix is already characterized by persistence of
T and B lymphocytes®. As a result, maturation of the intestinal
immune system does not seem to solely depend on microbial and
nutritional antigens. The presence of T and B lymphocytes may
be linked to current theories about the basic function of the hu-
man vermiform appendix, as it has been suggested to provide a
‘safe house’ for commensal bacteria in the gut, especially during
the course of viral diarrhoea. Subsequently, the commensal bac-
teria are protected by a biofilm while the composition of the asso-
ciated lymphatic tissue ensures its antiviral function”. Indeed,
several viruses, such as coxsackievirus, influenza virus, measles,
cytomegalovirus, and adenovirus, have been associated with
non-perforating inflammation of the appendix?*2°.

Microarray-based comparative investigation for pathway
analysis has been shown previously to be a highly effective tool*°.
However, despite numerous quality features such as its prospec-
tive design, the repeated histopathological assessment, strict
quality control of the samples, and ambitious data analysis, the
present study has essentially two limitations. Although expecta-
tions were met in terms of indicating substantial pathophysiolog-
ical differences between PA and GA, a larger sample size could
have revealed an even more comprehensive picture of the immu-
nological pathways involved, as a large number of nearly statisti-
cally significant expression differences were found. Second, the
inclusion of healthy patients as a control group could have pro-
vided more comprehensive insights.

The results presented here offer valuable information regard-
ing the general description of differential gene expression and
identification of specific yet independent immunological gene ex-
pression patterns in light of current research. They provide proof
of concept for a comprehensive follow-up study with an adequate
sample size calculation focusing on gene expression profiling,
possibly coupled with high-performance algorithms, to allow
successful development of a simple and reliable biomarker to dis-
tinguish inflammatory entities within acute appendicitis in child-
hood. The methods described here could therefore provide a
fundamental framework for reliable diagnostics in acute appen-
dicitis at a simple, low-invasive, low-risk, and cost-effective level.
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2.2.3. Anwendung von Methoden der kiinstlichen Intelligenz und des maschinellen

Lernens auf Genexpressionsdaten

P6 Reismann J, Kiss N, Reismann M. The application of artificial intelligence methods to gene
expression data for differentiation of uncomplicated and complicated appendicitis in children
and adolescents — a proof of concept study. BMC Pediatrics. 2021;21(1):268. Doi:
10.1186/s12887-021-02735-8

Die in der vorherigen Arbeit beschriebene genomweite Genexpressionsanalyse hat Hinweise
auf unterschiedliche immunologische Signalwege in der Pathophysiologie der phlegmondsen
und gangranosen Appendizitis nahegelegt. In der nun folgenden Arbeit wurden die Methoden
der kiinstlichen Intelligenz auf die Genexpressionsdaten zur Unterscheidung von
phlegmondser und gangrandser Appendizitis angewendet. Es handelte sich um eine Proof-of-
Concept-Studie, in der die grundsatzliche Anwendbarkeit von Methoden der kiinstlichen
Intelligenz auf Genexpressionsdaten gezeigt werden sollte. Das Ziel war dabei — dhnlich wie in
Publikation P4 — die Entwicklung einer spezifischen Biomarkersignatur, die am besten in der
Lage ist, die beiden histopathologisch definierten Entitdaten zu differenzieren. Ein formaler
Unterschied zur Anwendung der Methode auf die aktuell etablierten routinediagnostischen
Parameter bestand allerdings insbesondere in der deutlich groBeren zur Verfligung stehenden

Datenmenge im Rahmen der Genexpressionsanalyse.

Hierflr wurde das bereits in P4 angewendete Verfahren des maschinellen Lernens auf die
Genexpressionsdaten von 56666 Genen von 13 Patient*innen mit phlegmondser und 16
Patient*innen mit gangrandser Appendizitis angewendet. Bei der limitierten Patientenzahl
wurde im Rahmen des Proof-of-Concept-Ansatzes das Resampling-Verfahren Bootstrap
angewendet. Bei dem Verfahren wird die Datenmenge kinstlich vergréRert, indem aus der
bestehenden Stichprobe eine groRe Zahl von (Pseudo)Stichproben auf der Basis einer

angenommenen (empirischen) Verteilungsfunktion gezogen wird.

Im Rahmen des experimentellen Settings hat sich eine bestmdglich differenzierende

Biomarkersignatur bestehend aus folgenden 4 Genen ergeben: ERGIC and golgi 3, regulator
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of G-protein signaling 2, Rho GTPase activating protein 33 und Golgi Reassembly Stacking

Protein 2.

Es wurde somit gezeigt, dass die Anwendung von Methoden der kiinstlichen Intelligenz auf

Genexpressionsdaten grundsatzlich machbar ist.
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Abstract

evidence for feasibility.

Background: Genome wide gene expression analysis has revealed hints for independent immunological pathways
underlying the pathophysiologies of phlegmonous (PA) and gangrenous appendicitis (GA). Methods of artificial
intelligence (Al) have successfully been applied to routine laboratory and sonographic parameters for differentiation
of the inflammatory manifestations. In this study we aimed to apply Al methods to gene expression data to provide

Methods: Modern algorithms from Al were applied to 56.666 gene expression data sets from 13 patients with PA
and 16 with GA aged 7-17 years by using resampling methods (bootstrap). Performance with respect to sensitivities
and specificities where investigated with receiver operating characteristic (ROC) analysis.

Results: Within the experimental setting a best performing discriminatory biomarker signature consisting of a set of
4 genes could be defined: ERGIC and golgi 3, regulator of G-protein signaling 2, Rho GTPase activating protein 33, and
Golgi Reassembly Stacking Protein 2. ROC analysis showed a mean area under the curve of 84%.

Conclusions: Gene expression based application of Al methods is feasible and represents a promising approach for
future discriminatory diagnostics in children with acute appendicitis.

Keywords: Appendicitis, Children, Artificial intelligence, Gene expression

Background

Due to new conservative modalities for the treatment of
uncomplicated acute appendicitis, current strategies for
the distinguishment of high risk and low risk acute
appendicitis are under pressure. Successful and safe ap-
plication of conservative antibiotic treatment for clinic-
ally uncomplicated appendicitis has been demonstrated

* Correspondence: marc.reismann@charite.de

Department of Pediatric Surgery, Charité — Universitatsmedizin Berlin,
corporate member of Freie Universitat Berlin and Humboldt-Universitat zu
Berlin, Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin, Germany

K BMC

[1]. Even frequent spontaneous resolution of histologi-
cally phlegmonous appendicitis has been claimed [2].
However, wrong indication for conservative therapy in
cases of underestimated complicated appendicitis can
possibly have serious consequences [3].

New evidence on the pathophysiology of acute appen-
dicitis has led to the concept of risk being given more
weight without complications having actually (already)
occurred. This attitude is especially due to evidence on
substantial epidemiological and immunological differences
between histopathological phlegmonous and gangrenous

© The Author(s). 2021 Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License,
which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give
appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if

changes were made. The images or other third party material in this article are included in the article's Creative Commons
licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included in the article's Creative Commons
licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain
permission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the
data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.
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appendicitis [4—7]. However, the histopathological level at
which complications are more likely to be expected is still
matter of debate. Thus, in the current literature, phlegmo-
nous inflammation of the appendix is still considered to
be associated with a higher rate of complications [8].
Current studies contradict this view. Phlegmonous (PA)
and necrotizing gangrenous appendicitis (GA) are not
only characterized by different immunological but also by
distinct and time stable laboratory patterns [4—7]. Indeed,
the clinically relevant distinctive histopathological level
seems to be expected at the stage of necrotic gan-
grene [9]. In a recent study hyponatremia has turned
out as a promising parameter for delineation of perfo-
rated appendicitis [10]. A high decisive degree for the
diagnosis of perforation can also be reached with
advanced combinatory tools as the appendicitis
inflammatory response (AIR) score [11]. However,
clear demarcation of appendicitis at the earlier stage
of non-perforated gangrene would even expand the
scope for therapeutic action with the aim to avoid the
most severe complications.

In a prospective study with genome wide gene expres-
sion analysis in children with acute appendicitis showed
clearly distinguishable pictures within an immunological
pathway analysis [12]. Gene expression patterns in
patients with phlegmonous appendicitis were highly
suspicious for activation of antiviral immunological
mechanisms, while patterns in patients affected by
gangrenous inflammation can be generally characterized
as antibacterial.

However, safe differentiation for clinical decision
making is still a great challenge. Clinical examination is
characterized by a great interobserver variability with
low discriminatory capacity [13], laboratory values vary
too widely for safe differentiation [6, 13] and imaging
techniques like ultrasound show promising results with
respect to the significance of particular parameters, but
are dependent on the expertise of and interpretation by
the investigator [14].

In a recently published study, laboratory cellular pa-
rameters from full blood counts, C-reactive Protein
(CRP) and the sonographically measured appendiceal
diameter were used within modern algorithms from ma-
chine learning and artificial intelligence for the differen-
tiation of phlegmonous and gangrenous appendicitis
[15]. The predictive capacity could be substantially im-
proved compared with that of the single parameters in
this experimental setting.

The aim of the current study was to investigate the
applicability of algorithms from machine learning and
artificial intelligence to the extended pool of data from
whole genome gene expression analysis for pretherapeu-
tic differentiation of phlegmonous and gangrenous
appendicitis in children and adolescents.

Page 2 of 6

Methods

This prospective study included children aged 7-17
years, which presented with signs of acute appendicitis
at the Department of Pediatric Surgery of Charité —
Universititsmedizin Berlin, Germany, between April
2019 and August 2019. Ethical approval was provided by
the local ethics committee (reference number ES2/130/
16). Due to ethical concerns regarding a gene expression
study with underaged patients, the study population was
restricted to a total number of 30 patients with an add-
itional expected exclusion rate of 10%. The ability to give
informed consent based on age adapted information
sheets within this pilot study was expected at an age of
7 years. Thus, younger children were not considered. Pa-
tients with signs of acute appendicitis in ultrasound
examination and planned appendectomy were enrolled
in the study using respective information sheets for in-
formed consent (separate leaflets for children aged 7-14,
for children aged 15-17 years and for parents). Inclusion
criteria were written informed consent, performed ap-
pendectomy with histopathological examination, suffi-
cient RNA quality (RNA integrity number over 7) and
time period from blood sample collection till peripheral
blood mononuclear cell (PBMC) isolation less than 1 h.
Exclusion criteria were previous conservative treatment
of acute appendicitis, any concomitant disease or anti-
biotic treatment in the past 2 weeks.

All patients underwent standard laparoscopic append-
ectomy in general anesthesia with infraumbilical inser-
tion of a 12mm Hasson trocar for a 5mm camera and
of two 5 mm working trocars in the left and mid lower
abdomen for 5mm instruments. After establishment of
a capnoperitoneum (10-12 mmHg) and bipolar dissec-
tion of the appendicular artery, the appendix was ligated
with Roder-slings at its base, divided with scissors and
removed via retrieval bag. A 5mm stapler device was
used for complicated appendicitis with necrotic appen-
dix base. In case of free fluid irrigation with Ringer solu-
tion and respective suctioning was performed. Drains
were consequently avoided.

Isolation of PBMCs and RNA

According to the ethical vote, blood samples (>5ml)
were only collected during routine blood test at the
emergency department. Isolation of PBMCs was carried
out within 1 h after blood collection. Therefore, blood
from each patient was suspended in phosphate-buffered
saline (PBS, 1:1 ratio) followed by density gradient cen-
trifugation (Ficoll PM400, GE Healthcare, Pittsburgh,
PA; room temperature, 30 min at 400 g). Thereafter, the
monocyte layer was re-suspended with PBS and centrifu-
gated (twice, 5 min each at 400 g), followed by a final re-
suspension with 1 ml PBS, centrifugation and removal of
the supernatant. Native cells were frozen at —20°C (Mr.
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Frosty, Waltham, MA) and finally stored at — 80 °C in li-
quid nitrogen. By using the NucleoSpin RNA Plus kit
(Macherey-Nagel, Germany) total RNA was isolated
from the PBMCs. RNA quality control (2100 Bioanaly-
zer, Agilent Technologies; RNA 6000 Pico Kit) and RNA
quantity control (Nanodrop 2000 spectrophotometer;
Thermo Scientific) were performed. Samples displaying
a Bioanalyzer’s RNA integrity number (RIN) above seven
fulfilled quality control standards and were labelled by
generation of fluorescent cRNA (complementary RNA;
Low Input QuickAmp Labeling Kit, Agilent Technolo-
gies). 1st strand synthesis using random primer/oligo-dT
primer mixture, 2nd strand synthesis and synthesis of
cRNA labelled with cyanine 3-CTP and were performed.
Cy3 labelled cRNA (600 ng) was hybridized (65°C for
17h; ArrayXS Human Agilent microarray; design ID
79407; Agilent Gene Expression Hybridization Kit,
Agilent Technologies; Oak Labs, GmbH, Henningsdorf,
Germany) followed by microarray wash and scanning
(SureScan Microarray Scanner; Agilent Technologies).
According to manufacture’s protocols a resolution of 3-
pum was used to generate 20 bit TIF files.

Histopathological examination

After appendectomy, the appendices were histopatho-
logically examined by two pathologists of which the sec-
ond examination was a blinded evaluation by a specialized
pediatric pathologist. Thereafter, primary diagnosis had
been corrected in two cases. Appendicitis was classified in
accordance with Carr (9):

a) phlegmonous appendicitis: transmural infiltration of
the appendix by neutrophilic granulocytes, serositis,
microabscesses and oedema without gangrene or
perforation

b) gangrenous appendicitis: ischemic areas in the
appendix with transmural myonecrosis.

c) perforated appendicitis: gangrenous alterations with
transmural defect of the appendix wall

Microarray analysis

To obtain microarray data, the Feature Extraction
Software V11 (Agilent Technologies) and GE1_1105_
Octl2 protocol was used to extract TIF files. At
OakLabs GmbH, Henningsdorf, Germany, the raw
data was further analyzed using DirectArray Software.
Box plots were used to visualize signal distributions
of raw data and to identify potential issues for indi-
vidual samples. For statistical analysis of gangrenous
versus perforated appendicitis, samples were first
quantile normalized and then analyzed using a
Welch’s test and calculating log2 fold changes for
each gene. The level of significance was p < 0.05.

Page 3 of 6

Development of biomarker signatures for differentiation
of phlegmonous and gangrenous appendicitis

A supervised learning algorithm was used to analyze
gene expression data and to build a prediction model for
diagnosis of appendicitis based on relevant biomarkers.
Usually, this is a two-step process summarized as discov-
ery and validation [15]. Due to a limited number of in-
cluded patients, we favored the widely accepted
resampling technique to alternate between the discovery
and the validation phase in up to thousand iterations.
Thus, to develop biomarkers in this experimental setting,
resampling was performed with the bootstrap method
for dataset augmentation: Input data consisted of a large
number of subsets of samples for varying threshold
values. Model building with biomarker selection was
carried out on a portion of these data (“discovery set”)
with measurement of the performance in an independ-
ent data set (“validation set”). Input data consisted of n
samples, each of these described by a set of p variables —
represented by the biomarker values. Concretely, the
data matrix consisted of # lines and p columns. Then,
relevant biomarkers were identified: a sequence of dis-
tinct biomarker signatures {bmy,. . ...bm,.. ., bmy} was
built and subsequent implementation of a binary classifi-
cation problem was performed, fitting the parameters of
a logistic regression model on the discovery data Xgiscov-
ery Whose colums py,,; were filtered according to the bio-
marker signatures. The quality of each biomarker
signature was measured on the discovery data, while all
performance values were obtained by measurement of
the trained model on the validation data [15].

After definition of the best model, it was used to
predict the diagnostic status of a patient with class prob-
ability. Output class probabilities can be interpreted as
separation thresholds between class prediction. The
thresholds represent trade-offs for the model to predict
true/false positive and true/false negative rates. The
diagnostic ability of the model with regard to sensitivities
and specificities was tested on the validation dataset: true
and false positive rates were counted at different thresh-
olds [15]. For illustration of the results, a receiver operat-
ing characteristic (ROC) plot was created.

The primary endpoint of the study was the prethera-
peutic distinctness of the histopathological entities
demonstrated by an area under the curve (AUC) in the
ROC analysis exceeding at least 50%. A relevant decisive
degree was assumed at an AUC of at least 80%.

Statistical analysis

Regarding evaluation of the artificial intelligence
approach concerning effective differentiation of the
inflammatory entities, bootstrapping allowed for the
calculation of standard errors and confidence intervals.
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Statistical analysis regarding epidemiological and
routine laboratory data was performed with Mann-
Whitney-U-test for continuous and Chi-Square-test for
categorical parameters. Welch’s t-test was used for stat-
istical analysis of gene expression values after quantile
normalization as previously described [10]. Values
are shown as percentages or mean+SD. Level of
significance was p < 0.05. Statistical analysis was per-
formed with GraphPad Prism software (version 9.1.0,
La Jolla, CA).

Results
Patients and samples
Epidemiological data have already been published else-
where [12]. Acute appendicitis was suspected sonogra-
phically in 33 otherwise healthy patients. After primary
inclusion following informed consent, four cell samples
(three samples of patients with GA, one of a patient with
PA) were secondarily excluded due to signs of degrad-
ation within the RNA quality control. After two histo-
pathological examinations the PA group consisted of 13
and the GA group of 16 samples. Mean age in the PA
group was 11.5+ 2.7 years and in the GA group 11.1 +
2.6 years. Gender distribution was as follows: 4 patients
in the PA group were female and 9 male, in the GA
group 10 patients were female and 6 male. Mean CRP
was significantly upregulated in patients with GA com-
pared with those affected by PA (71.4 +58.81 mg/L vs.
23.05+19.26 mg/L, p <0.05). Mean eosinophilic granu-
locytes were significantly upregulated in patients with
PA compared with patients with GA (0.8 +0.1 vs. 0.6 £
0.18, p<0.05) without any other significant differences
in the differential blood counts.

Patient demographics, distribution of histopathological
entities and mean symptom durations are illustrated in
Table 1.

Biomarker signatures for differentiation of phlegmonous
and gangrenous appendicitis

As published previously, out of a total of 56,666 analyzed
genes 3594 (6.3%) were significantly differentially

Table 1 Epidemiological data and sympton duration until
sample collection

total phlegmonous gangrenous
(n=29) (n=13) (n=16)
Mean age (years) 1M3+26 115+27 111426
Gender
Female 14 (48%) 4 (31%) 10 (62.5%)
Male 15 (52%) 9 (69%) 6 (37.5%)
Duration of symptoms 283+169 24+133 321+£194

(hours)

Mean values + SD or total numbers and percentages
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expressed [12]. Resampling allowed the definition of a best
performing discriminatory biomarker signature which
consisted of a set of four genes from of a total of 56,666
genes: ERGIC and golgi 3, regulator of G-protein signaling
2, Rho GTPase activating protein 33, and Golgi Reassem-
bly Stacking Protein 2. Figure 1 displays the receiver oper-
ating characteristic curve with illustration of the particular
sensitivities and specificities of the analyzed thresholds
after resampling (mean values + SE). The area under the
curve (AUC) was 84% (SE 8, CL 68.2).

Discussion

Reliable differentiation of the inflammatory entities
within acute appendicitis is mandatory for safe perform-
ance of new conservative treatment strategies. Several
studies have attempted to increase the validity of cur-
rently established routine methods with regard to the
pretherapeutic differentiation between complicated and
uncomplicated appendicitis. But especially the great
number of publications which are concerned with this
question might be a sign for the fact that this problem is
still unsolved.

In particular, we identified two obstacles in previous
attempts to resolve this issue. First, up to now the level
at which the distinction should be made has not been
convincingly shown — at the level of clinical judgement
or at that of histopathological examination. And second:
The discriminatory capacity of the established diagnostic
methods is far too low with respect to the needed
sensitivities and specificities. Clinical examination and
imaging techniques are severely limited by interobserver
reliability and need for interpretation, currently used
laboratory values are restricted by a substantial indis-
tinctness [6, 13, 14].

Increasing epidemiological, immunological and even
gene expression evidence strongly suggests that acute
appendicitis should be differentiated with respect to ex-
pected courses (uncomplicated vs. complicated) at the
histopathological levels of phlegmone and gangrene.
Phlegmonous appendicitis is most probably an own
entity based on a distinct pathophysiology, possibly
related to viral infection [4, 5, 12]. In contrast, gangren-
ous appendicitis is an own necrotic manifestation with
strong immunological signs of bacterial origin [4, 5,
12]. Although clinically hardly distinguishable over a
period of time, gangrenous inflammation comprises a
substantially increased risk for complicated courses,
while phlegmonous disease is comparably harmless and
can be treated conservatively or even resolves by it-
self [2, 7, 16]. In order to provide best care for patients
- in our case affected children - the distinguishment
should be already effective at an early stage at which
the entities might eventually not yet be distinguishable
with current means.
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Fig. 1 Receiver operating characteristic curve after application of resampling with varying thresholds. Biomarker consisting of a set of 4 genes.
ERGIC and golgi 3, regulator of G-protein signaling 2, Rho GTPase activating protein 33, Golgi Reassembly Stacking Protein 2; mean values + SE
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Application of supervised learning algorithms to gene
expression data with focus on targets for therapeutic
intervention and biomarkers for early diagnosis has
already been successfully performed in other contexts
like sepsis [17]. It was previously shown that methods of
machine learning and artificial intelligence can be used
to substantially improve the significance of routine
inflammatory values and the sonographically measured
appendix diameter within biomarker signatures for the
differentiation of histologically phlegmonous and gan-
grenous appendicitis in children [15]. In the herewith
presented approach the experimental biomarker signa-
ture with a total of 29 patients reached an AUC of 84% -
even slightly outperforming that of the previously
published application of artificial intelligence to routine
values with its 590 included patients (AUC 80%) [15].

Interestingly, the particular underlying expressions of
the particular genes in the biomarker signature (ERGIC
and golgi 3, regulator of G-protein signaling 2, Rho
GTPase activating protein 33, Golgi Reassembly Stacking
Protein 2) are involved in cellular functions affecting
cytoskeleton formation, regulation of GTP binding,
membrane trafficking and cell signalling [18]. Unlike the
other included genes, ERGIC and golgi 3 is not signifi-
cantly differentially regulated (p > 0.05). This finding dem-
onstrates that the diagnostic horizon, which is usually
limited to standard parameters when purely statistical

methods are used, is expanded through the use of artificial
intelligence. However, as these cellular functions take
place on a very basic level, interpretation is not easy and
cannot be provided at this stage.

The comparability of the present approach with other
studies is limited. It represents a purely experimental
procedure in terms of a proof-of-concept study with a
limited number of patients.

Conclusion

Although the presented investigation is best character-
ized as a simulation with artificial augmentation of data
sets, the results justify the application of supervised
learning algorithms with regular training and validation
sets to gene expression data of a greater number of
patients in order to gain the necessary level of distin-
guishability of the inflammatory entities. Although the
presented results are already very promising, the
combination of gene expression data with other largely
objective parameters like the sonographically measured
appendiceal diameter within artificial intelligence strat-
egies might even substantially improve the efficacy of
the method.

Abbreviations

Al: Artificial intelligence; PA: Phlegmonous appendicitis; GA: Gangrenous
appendicitis; CRP: C-reactive protein; RNA: Ribonucleic acid; PBMC: Peripheral
blood mononuclear cell; ROC: Receiver operating characteristic
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3. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Moéglichkeit, unterschiedliche Formen der akuten
Appendizitis im Kindes- und Jugendalter mittels etablierter und neuartiger Diagnostik zu
unterscheiden. Hintergrund ist, dass in den letzten Jahrzehnten die Vorstellung von der akuten
Appendizitis als progredientes Krankheitsbild von Forschern zunehmend in Frage gestellt
wurde. Anhand der aktuellen Datenlage ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei der klinisch
als unkompliziert eingestuften, phlegmondsen, und der als komplizierte Erkrankung
bezeichneten, gangrandsen sowie perforierenden, Appendizitis um verschiedene Entitaten
der akuten Appendizitis handelt. Sowohl epidemiologische als auch immunologische Studien
weisen darauf hin, dass es Unterschiede zwischen den Formen der akuten Appendizitis gibt

(3,5,6,18).

Im Rahmen der aktuellen COVID-19-Pandemie lassen sich die bereits bekannten
epidemiologischen Erkenntnisse interessanterweise rekapitulieren. Die bereits beschriebene
Beobachtung der epidemiologischen Unterschiede bei den appendizitischen Entitaten findet
sich in verdichteter Form unter pandemischen Bedingungen. Eine friihe Erkenntnis wahrend
der Pandemie war, dass die Inzidenz der Appendizitis grundsatzlich gegenlber vergleichbaren
vorpandemischen Zeitrdumen altersunabhangig riicklaufig war (83—88). Die anschlieBende
Interpretation war uneinheitlich. So zeigte sich eine relative Erh6hung des Anteils mit
komplizierter Appendizitis, wobei letztere auch hier nicht einheitlich definiert war. Diese
Entwicklung wurde auf eine vermeintlich verzégerte Behandlung und Therapie der
Appendizitis mit zwangslaufiger Entwicklung komplizierter Formen der Erkrankung geschoben
(89-93). Insbesondere Multicenterstudien mit einem groReren Patientenkollektiv ergaben
jedoch ein anderes Bild. Hier wurde darauf aufmerksam gemacht, dass es sich lediglich um
einen relativen Anstieg der komplizierten Appendizitiden handelte, ohne dass sich hinsichtlich
der absoluten Zahlen eine grundsitzliche Anderung feststellen lieR. Es wurde allerdings auch
in absoluten Zahlen eine ricklaufige Inzidenz der unkomplizierten Appendizitis tber alle
Altersgruppen hinweg gefunden, die sowohl den Riickgang der Inzidenz der Appendizitis im
Allgemeinen und den relativen Anstieg der komplizierten Entziindung erklart. Diese
Beobachtung wurde wiederholt mit der bereits bekannten Tendenz zur Spontanremission der

unkomplizierten Appendizitis erklart (83,84,87,88).
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Besonders interessant wird der Aspekt der unterschiedlichen Entitdten der akuten
Appendizitis dadurch, dass die Machbarkeit von konservativen Therapiestrategien fir die
Behandlung der unkomplizierten Appendizitis gezeigt wurde (38-43). Die konservative
Therapie kdonnte somit vielen Patient*innen mit akuter unkomplizierter Appendizitis eine
operative Therapie ersparen. Eine konservative Therapie ist dabei nicht nur kostengiinstiger,

sondern auch die von Eltern und Kindern préaferierte Behandlungsmethode (38).

Aus diesem Grund wird die Unterscheidung der verschiedenen Formen der akuten
Appendizitis in der praoperativen Diagnostik zunehmend wichtiger werden. Die Ebene, auf
der die Appendizitisformen unterschieden werden missen, ist dabei essenziell. Im Gegensatz
zu vielen Studien, die beim Vorliegen einer offensichtlich perforierenden Appendizitis von
einer komplizierten Appendizitis ausgehen, wurde in den hier zusammengefassten Studien die
komplizierte Erkrankung auf der histopathologischen Stufe der gangrandsen Appendizitis,
gekennzeichnet durch das Vorliegen einer wandibergreifenden Nekrose, definiert, auch
wenn (noch) kein transmuraler Appendixwanddefekt vorlag. Grund hierfiir ist, dass es bereits
in diesem Stadium zur bakteriellen Migration durch die Appendixwand und dadurch zum
Auftreten von vermehrten intraabdominellen und systemischen Komplikationen kommen

kann (9,15,16).

Die ersten beiden Publikationen (P1 und P2) der hier vorliegenden Arbeit befassen sich mit
der Labordiagnostik im Rahmen der akuten Appendizitis im Kindes- und Jugendalter (94,95).
Es konnte aufgezeigt werden, dass das CRP, als allgemein inflammatorischer Parameter, bei
Patient*innen mit akut komplizierter Appendizitis (ACA) bereits bei Symptombeginn
signifikant hoher liegt als bei Patient*innen mit akut unkomplizierter Appendizitis (AUA) und
Uber die Zeitraume nach Symptombeginn kontinuierlich ansteigt. Bei Kindern mit AUA war das
CRP im Zeitintervall >24-36 h nach Symptombeginn am hdchsten und fiel dann wieder ab.

Bei Betrachtung der Leukozyten konnte nachgewiesen werden, dass die Leukozyten bei
Kindern mit ACA signifikant hoher lagen als bei Kindern mit AUA. Bei Betrachtung der
Subkompartimente war das Blutbild bei Patient*innen mit ACA von einer Erhéhung von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten geprdgt, wohingegen das Blutbild bei

Patient*inne mit AUA eine Erh6hung der eosinophilen und basophilen Granulozyten aufwies.
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Die Hochregulation von eosinophilen Granulozyten bei Kindern mit AUA ist Gber den Zeitraum

nach Symptombeginn konstant.

Sollte es sich bei der akuten Appendizitis wie bisher angenommen um ein progredientes
Krankheitsbild handeln, bei dem die phlegmondse in die gangrandse Appendizitis Ubergeht,
sollte man annehmen, dass sich die Subpopulationen der Leukozyten mit der Zeit in Anzahl
und Relation verandern, was in dieser Arbeit nicht gezeigt werden konnte. Somit spricht auch
die Analyse des Blutbildes fiir unterschiedliche Entitaten der akuten Appendizitis. Des
Weiteren konnte in den hier vorliegenden Arbeiten gezeigt werden, dass es bereits in den
ersten 12 Stunden nach Symptombeginn zu Unterschieden im Blutbild von Patient*innen mit
phlegmondser oder gangranoser/perforierender Appendizitis kommt. Daher scheint die
komplizierte Appendizitis schon vor Eintreffen im Krankenhaus vorzuliegen. Dies ist konklusiv
mit der Diskussion in der Literatur, in der vielfach beschrieben ist, dass eine sofortige

operative Therapie keinen Einfluss auf das Outcome der akuten Appendizitis hat (24-30).

Der pathophysiologische Hintergrund der Unterschiede in den Subpopulationen der
Leukozyten bei Kinder mit AUA im Vergleich zu ACA ist vereinbar mit den Arbeiten von Rubér
et al.. In diesen Arbeiten wurde beschrieben, dass es sich bei der phlegmond&sen Appendizitis
um einen Th2-abhdngigen Mechanismus handelt. Im Gegensatz hierzu liegt bei der
gangranosen und perforierenden Appendizitis ein Th1l- und Th-17-abhdngiger Mechanismus
vor (5,6). Ein Th-2-abhdngier Mechanismus kann die Erhéhung der eosinophilen und
basophilen Leukozyten bei Patient*innen mit AUA erkldren (96). Ein Th-1- sowie Th-17-
abhédngiger Mechanismus ist vereinbar mit der Erhéhung der neutrophilen Granulozyten
sowie Monozyten bei Patient*innen mit komplizierter Appendizitis in den hier vorliegenden

Arbeiten (5,97).

Interessanterweise konnten Rubér et al. nachweisen, dass sich nach Zellstimulation
grundlegende immunologische Unterschiede im Zytokinmuster von Patient*innen mit
unterschiedlichen Appendizitisentitaiten auch noch Monate nach Erkrankung nachweisen
lassen. Somit handelt es sich mdglicherweise um einen konstitutiven Effekt (5). In einer
weiteren Studie der gleichen Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2000 wurden genetische

Polymorphismen bei Patient*innen mit akuter Appendizitis untersucht. Hierbei fanden sich

70



mehrere Polymorphismen in inflammatorischen Genen von Patient*innen mit AUC und ACA,
welche eine genetisch regulierte inflammatorische Reaktion nahelegt. Dies liefert zudem
zusatzliches Verstandnis zur Pathogenese der unkomplizierten akuten Appendizitis als

moglicherweise selbstlimitierende Erkrankung (98).

Die Beobachtung der relativ erhéhten Eosinophilen bei Patient*innen mit phlegmondser
Appendizitis (Publikationen P1 und P2) ist insbesondere mit Daten zu allergischen Ursachen
fir die Entstehung der phlegmondsen Appendizitis vereinbar (99). Allerdings konnte in der
durchgefiihrten Genexpressionsanalyse keine verstarkte Expression von Pathways, die die
eosinophilen Granulozyten involvieren, nachgewiesen werden (P5). Somit erscheint ein
allergisches Geschehen weniger wahrscheinlich. Als alternative Erklarung fir die Unterschiede
der entsprechenden Zellzahlen spielen moglicherweise unterschiedliche Verteilung im
Gewebe, verinderte Uberlebenszeiten und die Induktion apoptotischer Prozesse eine Rolle

(100).

Ein Kritikpunkt an beiden ersten Studien ist das retrospektive Studiendesign. Vor allem die
Einteilung in Zeitintervalle nach Symptombeginn stellt eine Herausforderung im Rahmen einer
retrospektiven Studie dar. Um eine zuverldssige Zuteilung zu zeitlichen Einheiten zu
ermoglichen, wurden mehrstiindige Zeitintervalle nach Symptombeginn definiert. Des
Weiteren wurden lediglich Patient*innen eingeschlossen, bei denen eine sichere Zuordnung
zu den einzelnen Zeitintervallen moglich war. Eine Starke der vorliegenden Arbeiten war die
sehr hohe Anzahl an eingeschlossenen Patient*innen von 647 (P1) und 1041 (P2) Kindern im

Alter zwischen 0-17 Jahren.

Neben der Laboranalyse hat die Ultraschalluntersuchung als bildgebendes Verfahren einen
hohen Stellenwert in der Diagnostik einer akuten Appendizitis. Es handelt sich hierbei um eine
strahlenfreie und leicht durchfiihrbare Bildgebung, sodass sie im Kindes- und Jugendalter den
Goldstandard darstellt (Leitlinie der Gesellschaft fiir Padiatrische Radiologie 2020). In der hier
durchgefiihrten Studie wurde die Ultraschalldiagnostik durch Kinderradiologen bei der akuten
Appendizitis (P3) ausgewertet. Es wurde gezeigt, dass sich mehrere Parameter zur

Unterscheidung einer unkomplizierten von einer komplizierten Appendizitis eignen:
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Appendixdurchmesser, periappendizitische Fettinflammation und das Vorhandensein eines

Appendikolithen sowie die durch den Kinderradiologen vermutete Perforation (101).

Mit der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass ein Appendixdurchmesser von
Uber 6 mm die hochste Sensitivitat (98%) zur Erkennung einer akuten Appendizitis aufwies.
Allerdings war die Spezifitat gering (11%). Zudem rangierte der Appendixdurchmesser bei
Patient*innen mit Negativappendektomie zwischen 2-13 mm, sodass deutlich wird, dass der
Appendixdurchmesser nicht als alleiniger Marker zur Diagnostik einer akuten Appendizitis
gewertet werden kann. Dennoch wird auch ein Appendixdurchmesser von 6 mm als Cutoff-
Wert zur Diagnostik einer akuten Appendizitis in der Literatur angegeben (81).

In Bezug auf die periappendizitische Fettinflammation konnte unsere Arbeit erstmalig eine
signifikante Assoziation mit der komplizierten Appendizitis nachweisen. Bisherige Studien
konnten hier bisher nur eine positive Assoziation ohne Nachweis einer Signifikanz andeuten
(55,56). Der Grund hierfiir konnte in der deutlich gréReren Patientenzahl von 446 Kindern mit
AUA und 348 Kindern mit ACA der hier vorliegenden Studie begriindet sein. Im Gegensatz zu
vorherigen Arbeiten wurde in unserer Arbeit auch die gangrandse Appendizitis (auch ohne
Perforation) zur klinisch komplizierten Appendizitis gezahlt, was zu einem signifikanten
Unterschied der Gruppen AUA vs. ACA gefiihrt haben kénnte.

Das Vorhandensein eines Appendikolithen als Zeichen einer akuten Appendizitis wird in der
Literatur kontrovers diskutiert (11,56,57). In der vorliegenden Arbeit war das Vorhandensein
eines Appendikolithen ein hoch spezifisches radiologisches Zeichen fiir das Vorhandensein
einer komplizierten Appendizitis (Spezifitdit von 90%). Zudem lag in der untersuchten
Studienpopulation ein Appendikolith gehauft bei jlingeren Kindern vor, bei denen ebenfalls
die komplizierte Form der akuten Appendizitis vermehrt vorlag.

Die hochste Spezifitdt von 94% zur Festlegung einer komplizierten Appendizitis erreichte die
vermutete Perforation durch den Kinderradiologen. Bei diesem Aspekt spielt wahrscheinlich
die grofRe Erfahrung der hiesigen Kinderradiologen eine Rolle. Hierbei handelte es sich in
Riicksprache mit unseren Kinderradiologen am ehesten um eine Beurteilung der

Gesamtzusammenschau des sonographischen Befundes durch den erfahrenen Sonographeur.
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Insgesamt ergeben sich allerdings in Bezug auf Sensitivititen und Spezifititen der
untersuchten Parameter teils deutliche Unterschiede, so dass sich die einzelnen Parameter
moglicherweise am besten in Kombination diagnostisch nutzen lassen.

Die Besonderheit der Studie ist, dass es sich um eine der ersten Arbeiten mit dem
sonographischen Hinweis auf histologische Entitaten der akuten Appendizitis handelt. Diese
Arbeit wurde in den nachfolgenden Jahren zahlreich zitiert (102—108). Einige sonographische
Parameter haben eine hohe Sensitivitat oder Spezifitat hinsichtlich der Differenzierung einer
komplizierten gangrandsen von einer unkomplizierten phlegmondésen Appendizitis. Ebenso
wie bei den vorherigen Arbeiten (P1 und P2) war eine entscheidende Limitation dieser Studie
das retrospektive Studiendesign. Dies kdnnte zu unvollstandigen sonographischen Befunden
gefuhrt haben. Die zugrunde liegenden Parameter waren zudem nicht standardisiert. Eine
Starke der Studie P3 war erneut die hohe Patientenanzahl von tber 1000 eingeschlossenen
Kindern mit akuter Appendizitis. Zudem wurden die Ultraschalluntersuchungen nur durch
Facharzt*innen fur Kinderradiologie durchgefiihrt, sodass eine hohe fachliche Kompetenz der

Untersucher vorlag.

Eine Herausforderung ist die Ubertragbarkeit der hier dargestellten Methoden auf den
klinischen Alltag einer padiatrischen Notaufnahme. In der Analyse des Differentialblutbildes
konnen bestimmte Werte fiir das Vorliegen einer unkomplizierten oder komplizierten
Appendizitis sprechen. Auch in der Abdomensonographie ist eine praoperative
Differenzierung der Appendizitisentitditen anhand bestimmter Befunde moglich. Allerdings
liefern weder Blutbild noch Sonographie eine ausreichende diagnostische Sicherheit, um die
prdaoperative Unterscheidung einer unkomplizierten von der komplizierten Appendizitis
eindeutig zu ermoglichen. Insbesondere die progrediente Entwicklung der Parameter
wahrend des inflammatorischen Prozesses macht eine Definition zeitunabhangiger
Schwellenwerte unmaéglich. Hinzu kommt, dass die begrenzte Anzahl der in der Routine zur
Verfligung stehenden Werte auch nur eine begrenzte Differenzierbarkeit zulassen. Ein Ziel in
der vorliegenden Arbeit war es daher, die Anzahl der zur Verfligung stehenden Parameter

deutlich zu erhohen.
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Die Genexpressionsanalyse spiegelt die pathophysiologischen Vorgange auf friiher Ebene
dynamisch wider. Somit bietet sie sich nicht nur durch die extrem grofRe Anzahl der Datensatze
an, sondern bietet auch den Vorteil einer sehr guten zeitlichen Auflésung.

Die Genexpressionsanalyse ermoglicht zum einen Einblicke in die Pathophysiologie des noch
unzureichend verstandenen Krankheitsbildes der akuten Appendizitis. Zum anderen kann die
Anwendung einer Genexpressionsanalyse kombiniert mit modernen Methoden der
kiinstlichen Intelligenz und des maschinellen Lernens einen neuen klinisch-diagnostischen
Ansatz zur Differenzierung der Appendizitisentitaten bei Kindern und Jugendlichen mit akuter
Appendizitis darstellen. In weiteren Arbeiten (P4-P6) erfolgte daher die Anwendung von
Methoden der kiinstlichen Intelligenz auf Genexpressionsdaten von Patient*innen mit akuter

Appendizitis.

Kunstliche Intelligenz (KI) und maschinelles Lernen (ML) sind in der Lage, den
Informationsgehalt vorliegender Daten auf der Basis mathematischer Modelle deutlich zu
erhohen. Die Methoden werden zunehmend in der Diagnostik innerhalb der Medizin
angewandt. In der hier durchgefiihrten Studie (P4) wurden Methoden der kinstlichen
Intelligenz auf Untersucher-unabhangige Parameter (Blutbild, C-reaktives Protein,
Appendixdurchmesser im Ultraschall) von 590 Patient*innen angewandt. Von allen
Ultraschallbefunden handelt es sich beim Appendixdurchmesser um einen geeigneten
Parameter zur Diagnostik einer Appendizitis, welcher weitestgehend unabhdngig von
Interpretation sowie unabhangig vom Alter der Patient*innen ist (109). Es konnte bestétigt
werden, dass Methoden der kiinstlichen Intelligenz und des maschinellen Lernens die
Vorhersagegenauigkeit einer Appendizitis im Vergleich zur bisherigen Diagnostik erhéhen
kdnnen (110). Um eine methodische Schwache zu vermeiden, wurden 35% der Daten zum
Training der Methode verwendet und die verbleibenden 65% der Daten fiir die Validierung
des Modells verwendet. Ziel unseres Vorgehens war in den betreffenden Studien die
Definition einer sog. Biomarkersignatur. Dabei handelt es sich um die kleinstmogliche
Kombination von Parametern mit der bestmoglichen Vorhersageleistung. Allein durch eine
Biomarkersignatur auf der Basis von konventionellen Laborparametern kann mittels
Methoden der Kl eine Sensitivitdit von 95% erreicht werden. Durch Verwendung des

Appendixdurchmessers sowie den Subpopulationen der Leukozyten in unserer Studie konnte
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eine Genauigkeit (engl. Accuracy) von 90% fiir die Validierungsdaten erreicht werden. Dies

konnte zwei von drei Patient*innen die Appendektomie ersparen.

Im Jahr 2020 erschienen zwei weitere Arbeiten, die sich mit Kl bei der Diagnostik der
kindlichen Appendizitis befassen. Akmese et al. entwickelten eine Schatzmethode basierend
auf ML, um Patienten mit akuter Appendizitis zu identifizieren. Sie konnten zeigen, dass der
Algorithmus mit Gradient-Boost-Trees den besten Erfolg erzielen konnte (111). In der Arbeit
von Aydin et al. konnte mit Hilfe des maschinellen Lernens eine Sensitivitat von 94% und eine
Spezifitdt von 97% zur Erkennung einer akuten Appendizitis erreicht werden (112). Dies
bestatigt, dass Methoden der kiinstlichen Intelligenz in der Chirurgie anwendbar sind, was
auch durch ein Review zum maschinellen Lernen zur Entscheidungsfindung in der

abdominellen Chirurgie bekraftigt wird (113).

Unsere Studie zur kiinstlichen Intelligenz in der Diagnostik der akuten Appendizitis (P4) fand
Eingang in zahlreiche weitere Arbeiten. Dazu gehdren eine Reihe von Studien, die sich mit der
Kl auf anderen Gebieten der Chirurgie befassen, u. a. bei der bilidren Atresie (114), im Rahmen
der Sepsis (115), bei Komplikationen der perkutanen endoskopischen Gastrostomie (116) und
im Rahmen von abdominellen Notféllen in der Erwachsenenchirurgie (117). Eine Arbeit zum
maschinellen Lernen in der Diagnostik, dem Management und zur Einteilung der akuten
Appendizitis veroffentlichten Marcinkevics et al.. In dieser Arbeit wurden die Anamnese,
klinische Untersuchungsbefunde, Laborparameter und Ultraschallbefunde von 430 Kindern
mittels Klassifikations- und Regressionsverfahren analysiert. Das Modell erzielte ein sehr gutes
Ergebnis zur Diagnosefindung der akuten Appendizitis. Auch diese Arbeitsgruppe diskutierte,
dass das Ziel weiterer Untersuchungen die Erweiterung der Anwendung von Methoden des
maschinellen Lernens zur Diagnosestellung von Kindern mit abdominellen Schmerzen sein
sollte und dass dies ein wertvolles Instrument zur Diagnosestellung einer akuten Appendizitis
werden konnte (118). Die Differenzierung der hier besprochenen Appendizitisentitaten stellt

jedoch anscheinend weiter eine besondere Herausforderung dar.

Eine Limitation der ersten Arbeiten (P1-P4) war das retrospektive Studiendesign. In der
darauffolgenden prospektiven Arbeit (P5) wurde bei Patienten mit phlegmondser und

gangranoser Appendizitis eine genomweite Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Ziel war
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zum einen pathophysiologisches Verstandnis der Appendizitis zu erlangen, zum anderen

Kandidatengene zur Differenzierung der Appendizitisentitaten zu ermitteln.

In der vorliegenden Studienpopulation wurden tiber 6% der Gene von Kindern mit AUA und
ACA statistisch signifikant unterschiedlich exprimiert, was fir eindeutige Unterschiede im
immunologischen Geschehen der Appendizitisentitaten spricht. Anhand der genomweiten
Genexpressionsanalyse konnte die Hypothese unterstiitzt werden, dass es bei der
phlegmondsen Appendizitis zur Aktivierung antiviraler Mechanismen und bei der
gangrandsen Appendizitis zur Aktivierung antibakterieller Mechanismen kommt (119). So
zeigte sich bei Patient*innen mit phlegmondser Appendizitis insbesondere eine signifikante
Uberexpression zahlreicher alpha- und beta-Untereinheiten von T-Zell-Rezeptoren. Dieses
Ergebnis unterstlitzt die zuvor beschriebene These Th2-Helferzell-abhangiger Mechanismen
bei Patienten mit phlegmondser Appendizitis (5,6). Eine zentrale Beobachtung unserer Arbeit
war die Uberexpression von Elementen einer immunologischen Synapse zwischen T- und B-
Zellen bei den Patient*innen mit phlegmondser Appendizitis, die typisch fir eine antivirale
Abwehr ist, neben den genannten T-Zell-Rezeptoruntereinheiten: CD2, CD3, MHC I, CD40L
(120,121). Interessanterweise wurde in einer unabhangigen Studie beschrieben, dass die
Bestimmung von CD40L im Serum zur Diagnose der akuten Appendizitis im Kindesalter genutzt
werden kann. Eine Unterscheidung einer unkomplizierten und komplizierten Appendizitis ist
demnach vor allem in den ersten Tagen nach Symptombeginn moglich (122).

Bei Patient*innen mit gangrandser Appendizitis fand sich in der vorliegenden Studie unter
anderem eine Erhohung von IL-17A. Dies ist vereinbar mit der Beschreibung, dass der IL-17A
rs2275913 Polymorphismus fiir eine fortgeschrittene Inflammation im Rahmen einer

Appendizitis assoziiert ist (98).

Die Starken der vorliegenden Studie (P5) liegen im prospektiven Studiendesign und in der Art
der Datenanalyse. Zudem wurden histopathologische Befunde erneut durch Facharzt*innen
fur Pathologie ausgewertet und somit eine hohe Sicherheit der richtigen Patientenzuordnung
in die unterschiedlichen Gruppen gesichert. Durch eine erhdhte Fallzahl hatte die Auswertung
hochstwahrscheinlich eine noch bessere Aussagekraft (ber immunologische Unterschiede

zwischen AUA und ACA ergeben.
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In der folgenden Proof-of-Concept-Studie (P6) wurden erstmals Methoden der kiinstlichen
Intelligenz und des maschinellen Lernens auf Genexpressionsdaten zur Unterscheidung der
Appendizitisentitaten angewendet. Hierflir wurden die zuvor untersuchten 56666 Gene von
13 Patient*innen mit phlegmondser und 16 Patient*innen mit gangrdandser Appendizitis
analysiert (123). Ein Set von 4 Genen hat sich als die geeignetste Biomarkersignatur zur
Diskriminierung einer phlegmondsen von einer gangrandsen Appendizitis durchgesetzt.
Hierdurch konnte die Vorhersagegenauigkeit im Vergleich zu den zuvor von uns
beschriebenen Methoden im experimentellen Setting theoretisch weiter erhéht werden. Es
gibt bisher keine weitere Studie, bei der Methoden der kiinstlichen Intelligenz auf
Genexpressionsdaten  von  Appendizitispatient*innen  angewendet wurden. Im
immunologischen/infektiologischen Bereich ist dies bisher nur sehr begrenzt fur andere
Krankheiten, wie z.B. die Sepsis, untersucht worden. Hier konnte jedoch bereits gezeigt
werden, dass die Anwendung von Methoden der Kl auf Genexpressionsdaten moglich und

sinnvoll ist (124).

Bei den 4 Genen, die die beste Biomarkersignatur entwickeln, handelt es sich um: ERGIC and
golgi 3, regulator of G-protein signaling 2, Rho GTPase activating protein 33 und Golgi
Reassembly Stacking Protein 2. Die Genprodukte dieser Gene sind in Zellfunktionen, welche
die Bildung des Zytoskeletts, die GTP Bindung, den Membranverkehr und die zelluldren
Signalwege involviert (125). Von den hier beschriebenen Genen, waren ERGIC and golgi 3
allein nicht signifikant. Die Anwendung von kiinstlicher Intelligenz ergibt hier im Vergleich zur
Anwendung von Standardverfahren der statistischen Auswertung einen zusatzlichen Benefit.
Dies beweist, dass die Anwendung von Verfahren der kinstlichen Intelligenz und des

maschinellen Lernens die diagnostischen Moglichkeiten erweitern kann.

Trotz jahrhundertelanger Forschung ist die zuverldssige Diagnose der akuten Appendizitis
immer noch eine Herausforderung. Die Geschichte der Diagnostik und Behandlung der
Appendizitis ist eine Geschichte der menschlichen Wahrnehmung mit all ihren Limitationen
und Irrtimern. Ein erstes Ziel der vorliegenden Habilitationsschrift ist zunachst eine sinnvolle
Klassifizierung der akuten Appendizitis im Kindes- und Jugendalter auf der Basis objektiver
Parameter. Insbesondere die genomweite Genexpressionsanalyse bei Patient*innen mit

phlegmondser und gangrandser Appendizitis erscheint konklusiv in einer Reihe aktueller
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immunologischer Studien. Ein weiteres zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, diese
neuen pathophysiologischen Erkenntnisse hinsichtlich ihrer Eignung zur Erweiterung und
Prazisierung der zur Verfiigung stehenden Diagnostik zu untersuchen. Dies hat insbesondere
fiir neue konservative Therapiestrategien eine Bedeutung, die bisher fiir die routinemaRige
Anwendung eine zu hohe Versagensquote aufweisen. Neben sinnvoller
Differenzierungskriterien spielt hier die VergroRerung der zur Differenzierung verwendbaren
Datenmenge und die Verbesserung der Datenqualitdt eine zentrale Rolle. Auf der Basis dieser
Grundvoraussetzungen kann nun die kiinstliche Intelligenz leisten, was sie am besten kann:

erkennen, wo die menschliche Wahrnehmung versagt.
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4. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Hintergrund der hier zusammengefassten Studien war die aktuelle Datenlage, die dafiir
spricht, dass es sich bei der klinisch unkomplizierten, histopathologisch phlegmon&sen und
der klinisch komplizierten, histopathologisch gangrandsen Appendizitis um unabhdngige
Entitditen handelt. Diese konnen unterschiedlichen Therapieoptionen (konservativ vs.
operativ) zugefihrt werden. Vor diesem Hintergrund war es ein Ziel der Arbeiten zu
untersuchen, wie die Formen der akuten Appendizitis im Kindes- und Jugendalter bereits

pratherapeutisch unterschieden werden kénnen.

Sowohlin der Labordiagnostik (P1 und P2) als auch im Ultraschall (P3) lassen sich Unterschiede
zwischen Patient*innen mit unkomplizierter, phlegmondser und komplizierter (gangrandser
und perforierender) Appendizitis aufzeigen. Hierdurch allein kann allerdings aufgrund
unzureichender Trennscharfe noch keine ausreichende Entscheidungssicherheit erreicht
werden. Mit Verfahren der kinstlichen Intelligenz auf Untersucher-unabhangige
diagnostische Parameter (P4) konnte die Vorhersagegenauigkeit der akuten Appendizitis
weiter gesteigert werden. Interessante Ergebnisse beziiglich der unterschiedlichen
Pathomechanismen der beiden inflammatorischen Entitdten ergaben sich durch eine
differenzielle Genexpressionsanalyse (P5). In einer Proof-of-Concept-Studie wurden zuvor
beschriebene Methoden der kiinstlichen Intelligenz auf die Genexpressionsdaten angewandt
(P6). Hierdurch konnte im Modell eine grundsatzliche Differenzierbarkeit der Entitdten durch

die Anwendung der neuen Methode aufgezeigt werden.

Ein mittelfristiges Ziel ist es, eine Biomarkersignatur zu definieren, die ihre Aussagekraft durch
einen Computeralgorithmus hat. Hierdurch soll eine schnelle Therapieentscheidung
ermoglicht werden. Im Idealfall sollte diese Biomarkersignatur sicher, objektiv und einfach zu
bestimmen sein sowie eine hdhere diagnostische Sicherheit als die bisherige Diagnostik

mittels Anamnese, Untersuchung, Laboranalyse und Ultraschall bieten.

Langfristiges Ziel von Folgestudien ist die ldentifizierung einer Biomarkersignatur mit der
bestmoglichen Vorhersagekraft. Hinsichtlich der routinemaRigen klinischen Diagnostik ist die

Anwendung von Point-of-Care Devices auf PCR-Basis denkbar. Hier kdnnte eine limitierte
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Anzahl von Primern fir eine Biomarkersignatur mit hoher Vorhersagekraft zum Einsatz
kommen. Der dadurch ermittelte Biomarker wiirde seine Aussagekraft durch einen einfach
anzuwendenden Computeralgorithmus erhalten. Die Kombination aus
Genexpressionsanalyse mit Methoden der kiinstlichen Intelligenz kann somit die Grundlage
flr ein neues diagnostisches Instrument zur sicheren Unterscheidung unterschiedlicher

Appendizitisentitaten darstellen.
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