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|. Zusammenfassung

Die Diagnose einer akuten Appendizitis kann praoperativ aufgrund der Vielzahl
an Differentialdiagnosen nicht immer eindeutig gestellt werden und wird oft erst
intraoperativ gesichert. Um die Zahl negativer Appendektomien zu reduzieren,
sollte die Sicherheit der Diagnosestellung einer akuten Appendizitis durch nicht-
invasive Methoden verbessert werden. Ziel dieser Arbeit war es, die Sensitivitat
und Spezifitit des Akute Phase Proteins leucine-rich 3.1-S-a2-glycoprotein
(LRG) im Urin bei akuter Appendizitis im Erwachsenenalter im Vergleich zu
Leukozyten und C-reaktivem Protein (CRP) zu untersuchen.

109 Patienten im Alter von 18-82 Jahren, die sich in der chirurgischen
Ambulanz mit akuten Bauchschmerzen vorstellten, wurden in eine prospektive
Beobachtungsstudie eingeschlossen. LRG wurde im Urin der Probanden
massenspektrometriebasiert quantifiziert. Anhand der Patientenunterlagen
wurden klinische Daten, die CRP Konzentration im Serum und die
Leukozytenzahl im Blutbild erfasst. Bei 14 von 109 Patienten wurde eine
histologisch gesicherte akute Appendizitis diagnostiziert. Es zeigte sich, dass
die Menge von LRG im Urin bei Patienten mit akuter Appendizitis zwar
tendenziell erhdht ist, jedoch ohne statistisch signifikanten Unterschied zur
Gruppe der sonstigen Diagnosen (p=0,202). LRG im Urin ist jedoch bei der
Gruppe der systemisch entzindlichen Erkrankungen akute Appendizitis,
Cholezystitis und Sigmadivertikulitis im Vergleich zu den nicht entziindlichen
Erkrankungen signifikant erhoht (p=0,001).

Die Leukozytenzahl ist bei akuter Appendizitis statistisch signifikant erhdht
(p<0,001). lhre Sensitivitat als Biomarker bei akuter Appendizitis liegt bei 92,9%
und die Spezfitat bei 75,5% (AUC 0,862) bei einem oberen Grenzwert von
10450/ul im Blutbild. Das CRP ist mit einer Sensitivitat von 71,4% und einer
Spezfitat von 69,1% (AUC 0,689) bei einem oberen Grenzwert von 1,35mg/dI
ebenso wie Urin-LRG mit einer Sensitivitdt von 78,6% und einer Spezifitdt von
61,7% (AUC 0,583) bei einem oberen Grenzwert von 14,8fmol/200ng Protein
den Leukozyten als Biomarker unterlegen.

Diese Arbeit zeigt, dass LRG im Urin keinen Vorteil als Biomarker bei einer
akuten Appendizitis im Erwachsenenalter im Vergleich zum Routinewert
Leukozytenzahl bietet.



[l. Abstract

Diagnosing acute appendicitis can be difficult since its symptoms can occur
similarly in various diseases. Securely, the diagnosis can often only be
confirmed during surgery. To prevent unnecessary surgery, further non-
invasive-options to ensure the diagnosis need to be evaluated.

The aim of this study was to evaluate sensitivity and specificity of the acute
phase protein leucine-rich 3.1-S-a2-glycoprotein (LRG) in urine as a biomarker
for acute appendicitis in adults in comparison to white blood cell count (WBC)
and C-reactive protein (CRP).

109 patients, aged from 18 to 82 years, who presented with acute abdominal
pain in the emergency room were included in a prospective study. The patients’
urine was analyzed for LRG amount by quantitative mass spectrometry. The
results as well as clinical data, CRP and WBC were included in the statistical
analysis.

In 14 out of 109 patients an acute appendicitis was histologically confirmed.
Urine-LRG levels appear to be higher in patients with acute appendicitis but no
significant difference showed up compared to patients with other diagnoses
(p=0,202). A group of inflammatory diseases, including acute appendicitis,
cholecystitis and sigmadiverticulitis was associated with significantly higher
Urine-LRG levels in comparison to non-inflammatory diagnoses (p=0,001). The
WBC was significantly elevated in patients with acute appendicitis (p<0,001)
and showed up as sensitive marker for acute appendicitis (sensitivity 92,9%,
specificity 75,5%, AUC 0,862, cut-off 10450/ul). CRP (sensitivity 71,4%,
specificity 69,1%, AUC 0,689, cut off 1,35mg/dl) and Urine-LRG (sensitivity
78,6%, specificity 61,7%, AUC 0,583, cut off 14,8fmol/200ng protein) were less
sensitive and specific for acute appendicitis.

In conclusion, Urine-LRG is not beneficial as a clinical biomarker for acute

appendicitis in adults in comparison to the WBC.
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1. Einleitung

1.1 Die akute Appendizitis

1.1.1 Definition

Die akute Appendizitis ist eine akute Entzindung der Appendix vermiformis. Sie
geht typischerweise mit rechtsseitigen Unterbauchschmerzen einher. Die
Appendix vermiformis kann im Krankheitsverlauf perforieren und es kdénnen sich
Komplikationen wie beispielsweise ein perityphlitischer Abszess und eine
Peritonitis ausbilden. Die Therapie der Wahl ist eine chirurgische Entfernung
der Appendix vermiformis, eine Appendektomie, welche entweder
laparoskopisch oder in offener Technik durchgefuhrt werden kann. Bei
unkomplizierter akuter Appendizitis ohne computertomographischen Nachweis
einer Perforation oder eines Abszesses kann auch eine primare antibiotische

Therapie erwogen werden (Billmann und Keck 2017).

1.1.2 Historische Entwicklung der chirurgischen Therapie

Erst ab der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts begannen Chirurgen in den
USA und in Europa die akute Appendizitis durch Abszessdrainagen zu
therapieren. Zuvor wurden die Patienten in der Regel rein symptomatisch
behandelt (Collins 1931). Die erste Appendektomie in den USA wurde 1886
durch Richard J. Hall bei einer zufalig entdeckten gangranésen Appendizitis
wahrend der Operation einer inkarzerierten inguinalen Hernie durchgefuhrt. Den
Terminus ,Appendizitis“ etablierte Reginald Fitz mit seiner Veroffentlichung im
Jahr 1886 (Collins 1931). Immer mehr setzte sich seitdem die chirurgische
Therapie vor der konservativen Therapie durch (Pilcher 1889; Mynter 1891).
Charles McBurney, der sich intensiv mit der Diagnostik und Therapie der akuten
Appendizitis beschaftigte, veroffentlichte 1891 einen Aufsatz mit dem Titel ,, The
Indications for Early Laparotomy in Appendicitis“. Er befurwortete darin die
friihzeitige Laparotomie bei Verdacht auf Appendizitis, um das Fortschreiten der
Erkrankung in eine komplizierte Appendizitis zu vermeiden. Er betonte die
Wichtigkeit einer frlhen Diagnosestellung und engmaschigen klinischen

Kontrolle, um den optimalen Operationszeitpunkt vor Eintreten einer Sepsis



festzulegen und so die Mortalitatsrate zu reduzieren. Die zu dieser Zeit
geschatzte Mortalitdt der akuten Appendizitis beschrieb er unter Berufung auf
verschiedene Quellen mit etwa 25%. Er definierte auch den nach ihm
benannten McBurney-Punkt (McBurney 1891). Spater beschrieb er die Methode
des ,Wechselschnitts, der die mediane Laparotomie abléste und auch
heutzutage noch angewendet wird (McBurney 1891; Billmann und Keck 2017).
Durch die konsequente fruhzeitige chirurgische Therapie und Fortschritte der
perioperativen Behandlung konnte die Mortalitat der akuten Appendizitis bereits
1946 auf 0,64%, heutzutage bei unkompliziertem Verlauf auf 0,1% gesenkt
werden (Murphy und Murphy 1946; Fair et al. 2015).

Die erste Beschreibung einer laparoskopischen Appendektomie erfolgte 1983
durch den Gynakologen Semm (Semm 1983). Seither entstanden
Forschungsarbeiten, die sich mit Vor- und Nachteilen dieser beiden
Operationsmethoden und auch anderen neuen Operationsmethoden
beschaftigen (Switzer et al. 2012). Auch die Option einer konservativen
Therapie mit Antibiotika wird heutzutage kontrovers diskutiert (Varadhan et al.
2012; Hansson et al. 2012; Vons et al. 2011).

1.1.3 Epidemiologie

Die akute Appendizitis ist die haufigste spezifische Ursache fur ein akutes
Abdomen (Miettinen et al. 1996). Die Inzidenz liegt in Europa und den USA bei
etwa 100 Erkrankungen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr. Manner erkranken
am haufigsten im Alter von 10-14 Jahren, Frauen im Alter von 15-19 Jahren
(Allgéwer 2006). Manner sind haufiger betroffen als Frauen. Das lebenslange
Erkrankungsrisiko fur eine akute Appendiztis liegt in den USA bei 8,6% fur
Méanner und 6,7% fir Frauen, wahrend das lebenslange Risiko
appendektomiert zu werden deutlich hoher ist. Manner werden mit einer
Wahrscheinlichkeit von 12% und Frauen sogar mit einer Wahrscheinlichkeit von
23,1% im Laufe ihres Lebens appendektomiert (Addiss et al. 1990).

Eine akute Appendiztis tritt vor allem bei einer Appendixiange zwischen 4-10cm
auf. Langere und kirzere Appendizes sind seltener betroffen. Die Ursachen fur
diese Beobachtungen sind unklar. Mdglicherweise sind kurze Appendizes
seltener von einer Obstruktion betroffen. Langere Appendizes kdnnten durch

eine vermehrte Schleimproduktion bevorteilt sein. (Pickhardt et al. 2013). Es
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wurden auch saisonale Unterschiede im Auftreten der akuten Appendizitis
beschrieben. So wird in Studien aus verschiedenen Landern von einem
hoheren Vorkommen der Appendizitis im Sommer berichtet (Stein et al. 2012;
Noudeh et al. 2007; Gallerani et al. 2006; Oguntola et al. 2010; Addiss et al.
1990).

1.1.4 Anatomie der Appendix vermiformis

Die Appendix vermiformis befindet sich am blinden Teil des Caecums unterhalb
der lleozokalklappe, wo sie Uber das Ostium appendicis vermiformis mit dem
Lumen des Caecums verbunden ist. Sie istetwa 7 cm lang und 7 mm dick.

In der Regel ist die Appendix vermiformis intraperitoneal gelegen. Selten kann
sie bei Caecum fixum auch sekundar retroperitoneal gelegen sein. Meist
befindet sie sich in der Fossa iliaca dextra. Lagevarianten durch embryonale
Storungen der Darmdrehung, einen Situs inversus oder im Rahmen einer
Schwangerschaft sind moglich (Tawk et al. 2012). Die haufigste Position der
Appendix vermiformis ist retrozokal (65%), gefolgt von kaudaler Lage (30%)
(Schiebler und Korf 2007).

In der Mesoappendix vermiformis verlaufen die versorgenden Leitungsbahnen.
Die A. appendicularis aus der A. ileocolica erreicht die Appendix vermiformis als
funktionelle Endarterie. Die vendse Drainage erfolgt Uber die V. appendicularis
in die V. ileocolica. Lymphatisch drainiert die Appendix vermiformis Uber die NII.
appendiculares in die NI. mesenterici superiores. Die sympathische
Innervierung wird Uber die postganglionaren Aste des Ganglion mesentericum
superius gewahrleistet. Die parasympathische Innervation erfolgt Uber den
Truncus vagalis und seine Aste.

Der mikroskopische Wandaufbau der Appendix vermiformis gliedert sich von
innen nach aufen in Tunica mucosa, Tela submucosa, Tunica muscularis, Tela
subserosa und Tunica serosa. In der Tela submucosa sind zahlreiche
Lymphfollikel gelegen, die immunologisch aktiv sind. Tiefe Krypten in der

Tunica mucosa stehen mit diesen in Verbindung (Innere Organe 2015).

1.1.5 Pathogenese
Pathogenetisch bedeutsam fiir die Entstehung einer akuten Appendizitis ist vor

allem die Verlegung des Lumens zum Beispiel durch Kotsteine, Parasiten,
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Narben oder Tumoren. Durch eine bakterielle Infektion, haufig mit Bacteroides
spp., E.coli oder Streptokokken, bildet sich eine Entzindungsreaktion aus.
Begunstigt wird dieser Prozess durch die verhaltnismaRig schwach
ausgebildete arterielle Versorgung der Appendix vermiformis Uber die
funktionelle Endarterie A. appendicularis. Aul3erdem ist die Wand der Appendix
vermiformis durch ihren mikroskopischen Aufbau mit einer scherengitterartigen
muskularen Schichtung nur eingeschrankt dehnbar. Ein zusatzliches Hindernis
vor dem Ostium appendicis vermiformis kann eine Gerlach Klappe sein (Becker
und Hofler 2002).

1.1.6 Klinik und Diagnostik

Eine sorgfaltige Anamnese ist fur die Diagnosestellung einer akuten
Appendizitis von groRer Bedeutung. Bei typischem Verlauf beginnt das
Krankheitsbild klinisch mit diffusen abdominellen Schmerzen (oft im
Oberbauch), die vom Patienten nicht genau lokalisierbar sind. Haufig gehen
Ubelkeit, Erbrechen, Koprostase und Appetitlosigkeit mit dem Krankheitsbild
einher. Es tritt meist leichtes Fieber auf und es kann eine axillorektale
Temperaturdifferenz von mehr als 0,5°C bestehen.

Spater wandert der Schmerz durch die Entzindung des parietalen Peritoneums
an den Ort der Entzindung in den rechten Unterbauch (Allgower 2006). In
seltenen Fallen ist das Punctum maximum des Schmerzes an anderen Stellen
durch eine Lagevariante der Appendix moglich (Tawk et al. 2012).

Bei Perforation der Appendix kann es vorubergehend zu einer
Schmerzabnahme kommen. Bei der koérperlichen Untersuchung ist oft ein
Druckschmerz am McBurney-Punkt (am Ubergang zum lateralen Drittel einer
gedachten Linie zwischen Nabel und Spina iliaca anterior superior) und am
Lanz-Punkt (am Ubergang zum rechten lateralen Drittel einer gedachten Linie
zwischen den beiden Spinae iliacae anteriores superiores) auslosbar. Im
rechten Unterbauch kann eine Abwehrspannung vorliegen. AuRerdem kann als
Zeichen einer Peritonitis ein ipsi- und kontralateraler Loslassschmerz bestehen
(Blumberg Zeichen). Das Psoaszeichen ist positiv, wenn bei Anheben des
rechten Oberschenkels gegen Widerstand Schmerzen im rechten Unterbauch
angegeben werden. Beim Ausstreichen des Kolons in Richtung der rechten

Flexur konnen ebenfalls Schmerzen auftreten (Rovsing Zeichen)(Allgower
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2006). Bei der digital-rektalen Untersuchung kann ein rechtsseitiger
Druckschmerz vorhanden sein (Douglas Zeichen). Das Dunphy-Zeichen
beschreibt Schmerzen im rechten Unterbauch beim Hustenstol3. Vom
Obturatorzeichen wird gesprochen, wenn bei Innenrotation der Hifte
Schmerzen im rechten Unterbauch auftreten (Billmann und Keck 2017).

Die Anamnese und klinische Untersuchung scheinen die grofte Bedeutung in
der Diagnostik der akuten Appendizitis zu haben (Laurell et al. 2013; Lee et al.
2001).

In der laborchemischen Untersuchung werden C-reaktives Protein (CRP) und
Leukozyten als unspezifische Entzlindungsparameter untersucht. Ein erhohtes
CRP zeigt eine erhohte Wahrscheinlichkeit fur eine komplizierte Appendizitis
an. Bei einer Erhdhung auf Uber 99 mgl/l liegt die Spezifitat des Markers fur eine
komplizierte Appendizitis bei 90,3% (Sammalkorpi et al. 2015). Die Sensitivitat
und Spezfitdt der Leukozytenzahl als Marker ist bei einem Cutoff von 10000/ul
mit 63% und 67% eher gering (Bealer und Colgin 2010). Sie geht in einige
Appendizitisscores ein.

Des Weiteren wird haufig eine Bildgebung mittels Abdomensonographie
durchgefuhrt. Dabei konnen sich ein Kokardenphanomen der Appendix und
freie  Flussigkeit im  Abdomen zeigen. Reduzierte Aktivitat der
Dunndarmschlingen kann ebenfalls ein Hinweis auf eine akute Appendizitis sein
(Lehmann et al. 2000). Zudem koénnen mogliche Differentialdiagnosen, wie zum
Beispiel die Cholezystitis oder die Nierenkolik mit Harnaufstau durch die
Abdomensonographie festgestellt werden. In einer radiologischen Studie lagen
Sensitivitat und Spezifitat der Diagnosestellung einer akuten Appendizitis durch
Nutzung der Sonographie bei etwa 84% und 91,5%, wenn sie durch einen
Radiologen durchgefiihrt wird. Bei Notfallmedizinern lag die Sensitivitat und
Spezifitat deutlich niedriger, bei 73% und 83%.(Karimi et al. 2017). Eine andere
Studie gibt fur die ultraschallgestitzte Diagnosestellung einer akuten
Appendizitis eine Sensitivitat von 48,4% und eine Spezfitdt von 97,9% an
(Lourenco etal. 2016).

In unklaren Fallen kann eine Computertomographie (CT) diagnostisch hilfreich
sein. Bei Kindern kann sie die Rate an negativen Appendektomien senken
(Kaiser et al. 2002). Dennoch sollte sie nur nach sehr strenger

Indikationsstellung durchgefuhrt werden, da langfristige negative Folgen der
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Strahlenbelastung durch die Computertomographie auftreten kénnen (Brenner
et al. 2001).

Die genannten Appendizitiszeichen und diagnostischen Hilfsmittel finden zum
Teil Aufnahme in verschiedenen Appendizitisscores. In den Alvarado-Score
gehen Schmerzwanderung, Appetitlosigkeit, Ubelkeit/Erbrechen, Schmerzen
des rechten unteren Quadranten (zweifach), Loslassschmerz, erhdhte
Temperatur, Leukozytose (zweifach) und Linksverschiebung ein (Alvarado
1986). Weitere Scoresysteme sind zB. der Eskelinen Score, der Ohmann
Score und der RIPASA Score (Eskelinen et al. 1994; Ohmann et al. 1995;
Chong et al. 2010). Diese Scores werden in verschiedenen Veroffentlichungen
gegeneinander evaluiert. Laut Erdem et al. zeigen der Ohmann Score und der
RIPASA Score mit 83,1% die hdchste Sensitivitat der genannten Scoresysteme
gegenuber 80,5% Sensitivitat des Eskelinen Scores und 81% Sensitivitat des
Alvarado Scores (Erdem et al. 2013). In der indischen Bevolkerung scheint bei
akuter Appendizitis der RIPASA Score mit einer Sensitivitdt von 96,2% dem
Alvarado Score mit einer Sensitivitat von 58,9% deutlich Uberlegen zu sein (N et
al. 2014).

1.1.7 Therapie

Bei Diagnose einer akuten Appendizitis besteht die Indikation zu einer
Appendektomie. Diese kann entweder offen-chirurgisch oder laparoskopisch
erfolgen.

Die offen-chirurgische Operationsmethode Uber die McBurney Inzision bietet
einen leicht zu erlernenden und zlgigen Zugang zur Appendix. (Billmann und
Keck 2017)

Vorteile der laparoskopischen Operationsmethode sind unter anderem die
selteneren  Wundinfektionen und der kurzere  Krankenhausaufenthalt
(Yaghoubian et al. 2012), aber auch die Madglichkeit einer Untersuchung der
gesamten  Abdominalhohle und somit  die Moglichkeit  andere
Differentialdiagnosen  auszuschlielen. Besonders geeignet ist das
laparoskopische Vorgehen durch die niedrigere Rate an
Wundheilungsstorungen insbesondere bei Ubergewichtigen Patienten (Oravsky
et al. 2014; Sahm et al. 2015). Es ist mit einem besseren klinischen Verlauf bei

alteren Patienten assoziiert (Ward et al. 2014; Masoomi et al. 2012). Die Rate
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an Appendektomien ohne histopathologischen Nachweis einer Appendizitis ist
bei laparoskopischen Appendektomien, die keine Gelegenheitsappendektomien
sind, hoher als bei konventionellen Eingriffen, insbesondere bei Frauen im
reproduktiven Alter (Flum et al. 2001).

Auch eine Erstlinien-Therapie mit Antibiotika wird diskutiert (Hansson et al.
2012). Das operative Vorgehen scheint der konservativen Therapie mit
Antibiotika allerdings zurzeit im Allgemeinen Uberlegen zu sein und stellt daher
den Gold-Standard dar (Kirby et al. 2015; Varadhan et al. 2012). Einige
Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, dass eine antibiotische Therapie bei
unkomplizierter Appendizitis der operativen Therapie nicht immer unterlegen ist.
In 70 von 256 Fallen musste jedoch beispielsweise in der Studie von Salminen
et al. trotz initialer antibiotischer Therapie eine Appendektomie im Verlauf
erfolgen (Salminen et al. 2015; Talan et al. 2017). Weitere Studien mit
groRerem Patientenkollektiv sind erforderlich, um die mégliche Uberlegenheit
der antibiotischen Therapie bei akuter Appendizitis zu untersuchen.

Eine antibiotische Therapie kann in speziellen Fallen, beispielsweise bei
Kontraindikationen gegen eine Operation oder bei explizitem Patientenwunsch

in Erwagung gezogen werden (Varadhan et al. 2012; Wilms et al. 2011).

1.1.8 Histopathologische Differenzierung

Histopathologisch koénnen verschiedene Stadien der akuten Appendiztis
abgegrenzt werden. FlieBend geht das akut katarrhalische Stadium in das
seropurulente Stadium sowie das ulcerophlegmondése und das gangrandse
Stadium Uber. Durch Ulzerationen und Gangran kann es zur Perforation der
Appendixwand kommen. Dann entsteht entweder ein perityphlitischer Abszess,
wenn eine Abgrenzung des Abszesses zur freien Bauchhdhle durch
Darmschlingen oder Omentum majus besteht oder es entsteht eine Peritonitis
durch Eintritt von Pus in die Bauchhohle (Allgéwer 2006).

1.1.9 Differentialdiagnose: Neurogene Appendikopathie

Bei fehlenden makroskopischen und histologischen Entzlindungszeichen ist die
neurogene Appendikopathie eine zu bedenkende Differentialdiagnose. Dabei
liegen Nervenfaserproliferate in der Appendixwand vor, die die Symptome einer

akuten Appendizitis imitieren konnen (Becker und Hofler 2002).
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1.2 Aktuelle Entwicklungen zur Verbesserung der Diagnosestellung
der akuten Appendizitis

1.2.1 Operationsrisiken und Komplikationen

Trotz Anwendung vielfaltiger Untersuchungstechniken bei Verdacht auf
Appendizitis, bleibt die Diagnosestellung durch die hohe Anzahl an
Differentialdiagnosen oft nicht einfach. Die Rate an negativen Appendektomien,
also Appendektomien ohne histopathologischen Nachweis einer Entzindung
der Appendix vermiformis liegt bei 7,7% bis 30,6%. Im Einzelnen zeigen sich in
der Literaturrecherche diese Prozentwerte: 15,5% von 63707 nicht-inzidentellen
Appendektomien (Flum et al. 2001), 14% von 316 Appendektomien (Laurell et
al. 2013), 30,6% von 467 laparoskopischen Appendektomien (Lee et al. 2014),
7,7% von 168 Appendektomien (Tan et al. 2015), 21,6% von 1039
Appendektomien (March et al. 2014), 18,8-29% je nach Einsetzen praoperativer
computertomographischer Diagnostik bei insgesamt 797 Appendektomien
(Zoarets et al. 2014), 15% von 24697 Appendektomien mit deutlicher Reduktion
der Rate Uber den Studienzeitraum von 9 Jahren (Charfi et al. 2014).

Noch 2001 schien sich die negative Appendektomierate trotz Einsatz
bildgebender diagnostischer Verfahren im Verlauf der vorherigen Jahre nicht
verandert bzw. reduziert zu haben (Flum et al. 2001). In den letzten Jahren
konnte gezeigt werden, dass sie sich durch den Einsatz selektiver
Computertomographie von 29% auf 18,9% senken liel® (Zoarets et al. 2014).
Eine andere Studie beschrieb eine Reduktion von ca. 21% auf ca. 9% (Charfi et
al. 2014).

Die Appendektomie ist eine risikoarme Operation. Patienten, die innerhalb von
48 Stunden nach Symptombeginn operiert werden, erleiden in 94% der Falle
keine Komplikationen. Patienten, die erst nach mehr als 48 Stunden nach
Symptombeginn operiert werden, erleiden in 83,4% der Falle keine
Komplikationen. Die 30-Tage-Mortalitat liegt in diesen Fallen bei etwa 1,2%. Bei
einer Appendektomie innerhalb 48 Stunden nach Symptombeginn ist die
Mortalitat mit 0,1% deutlich geringer (Fair et al. 2015). In einer anderen Studie

wird die allgemeine 30-Tage-Mortalitdt nach Appendektomie mit 1,8%



angegeben. Ein komplikativer Verlauf trat in dieser Untersuchung in insgesamt
16% der Falle auf (Margenthaler et al. 2003).

Méogliche Risiken und Komplikationen sind eine Appendixstumpfinsuffizienz,
Darmperforation, Blutungen mit  resultierendem Transfusionsbedarf,
postoperative Pneumonie, Sepsis, Wundheilungsstorungen, Abszesse, ein
paralytischer oder mechanischer lleus oder Narbenhernien (Fair et al. 2015).
Bis zur vollstandigen Genesung vergehen je nach Alter der Patienten und
Schweregrad der Appendizitis 15 Tage bis zu etwa einem Monat (Koumarelas
et al. 2014).

Da die Rate an negativen Appendektomien immer noch hoch und die Operation
zwar risikoarm ist, aber dennoch insbesondere bei vorerkrankten Patienten
Risiken tragt, sollte die Diagnosesicherheit der akuten Appendizitis weiter
verbessert werden. Dies kann sowohl dber klinische Diagnosescores,
verbesserte Bildgebung, als auch Uber besonders sensitive und spezifische
Laborparameter erfolgen (Andersson et al. 2014; Shogilev et al. 2014).

Im Folgenden werden in dieser Hinsicht interessante Laborparameter diskutiert.

1.2.2 Neue Biomarker bei akuter Appendizitis

In vielen Studien wurden bisher noch nicht routinemafig verwendete Parameter
untersucht, die bei der Diagnose der akuten Appendizitis dadurch von
Bedeutung sein kdnnten, dass sie die Diagnose der akuten Appendizitis durch
besondere Sensitivitat und Spezifitat erleichtern kdnnten. Einige Proteine sind
zwar bei einer akuten Appendizitis erhdht messbar, tragen jedoch nicht zur
Verbesserung der Diagnostik bei. Dazu gehoéren Interleukin-6 (IL-6), Chemokine
ligand 8 (CXCL-8), Chemokine C-C motif ligand (CCL-2), Serum Amyloid A
(SAA), Matrix Metalloproteinase (MMP-9) und Myeloperoxidase (MPO)
(Andersson et al. 2014; Paajanen et al. 2002).

Fibrinogen ist zwar bei akuter Appendizitis erhoht, allerdings als alleiniger
Marker nicht geeignet die Diagnose zu erharten (Mentes et al. 2012).
Hyperbilirubindmie dagegen ist in einigen Studien als signifikanter Marker fir
eine akute Appendizitis und fir die Wahrscheinlichkeit einer Perforation
beschrieben worden (Al-Abed et al. 2015; Estrada et al. 2007; Hong et al.
2012). Eine andere Studie allerdings widerspricht diesen Ergebnissen (Beltran
et al. 2009).



Procalcitonin scheint die Diagnosesicherheit nicht zu erhdhen, kann allerdings
ein hilfreicher Laborparameter zur Erkennung einer komplizierten akuten
Appendizitis sein (Wu et al. 2012).

Granulocyte-colony-stimulating-factor (GCSF) ist bei Kindern bei einer akuten
Appendizitis erhoht und ist ein mdoglicherweise nutzlicher Marker, der noch
genauerer Evaluation bedarf (Allister et al. 2011).

Calprotectin (S100A8/A9) scheint ein besonders sensitiver Serummarker der
akuten Appendizitis zu sein. Seine Sensitivitdt und Spezifitat wird mit 93-96%
und 16-54% angegeben (Bealer und Colgin 2010; Mills et al. 2012).

Ein weiteres Protein, das eine deutliche Erhohung im Urin erkrankter Kinder
zeigte, ist das leucine-rich 3.1-S-a2-glycoprotein (LRG) (Kentsis et al. 2012;
Kentsis et al. 2010). Dieses Protein wird im Urin erwachsener Patienten in

dieser Arbeit weiter untersucht.

1.3 Leucine-rich 3.1-S-a2-glycoprotein (LRG)

1.3.1 Grundlagen und Erkenntnisse aus experimenteller Forschung

Zum ersten Mal wurde das leucine-rich 3.1-S-a2-glycoprotein (LRG) aus
menschlichem Serum im Jahr 1977 von Haupt und Baudner isoliert. Es ist ein
Glykoprotein, das den a2-Globulinen zuzuordnen ist. Der Kohlenhydratanteil
von LRG betragt 23%. Es zeigt ein besonders hohes Vorkommen an Leucin.
Die mittlere Konzentration im Serum betragt laut Haupt et al. etwa 2,1 mg/dl
(Haupt und Baudner 1977). In der Studie von Weivoda et al. wird eine mittlere
Konzentration von 50 ug/ml im Serum angegeben (Weivoda et al. 2008).

Die molekulare Struktur von LRG wurde Anfang der achtziger Jahre
zunehmend erforscht und eine quantitative immunologische Bestimmung wurde
moglich (Schwick und Haupt 1981). Takahashi et al. entwickelten eine
Methode, mit derer es mdglich wurde, die Primarstruktur von LRG zu
analysieren (Takahashi et al. 1984). So konnte sie 1985 komplett bestimmt
werden.

Das Gen fur LRG ist auf Chromosom 19 (19p13.3) lokalisiert (O'Donnell et al.
2002). LRG besteht aus einer Polypeptidkette und einem Galaktosamin und vier
Glucosamin-Oligosacchariden. Die Polypeptidkette enthalt 312
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Aminosaurereste. Davon sind 66 Leucine. Die Kette kann in 13 Segmente mit
jeweils 24 Aminosauren unterteilt werden. Davon zeigen 8 Segmente eine
periodische Wiederholung des Aminosauremusters mit Auftreten von Leucin,
Prolin und Asparagin (Takahashi et al. 1984). Diese Sequenzen entsprechen
sogenannten, auch bei anderen Proteinen bekannten, Leucine-rich-repeats. Bei
den a- und B- Ketten von Glykoprotein Ib mit ihren Leucin-reichen Sequenzen
bestehen Ahnlichkeiten mit LRG (Lopez et al. 1988). Ein ebenfalls verwandtes
Protein ist das leucine-rich HEV glycoprotein (LRHG) (Saito et al. 2002).
Leucine-rich-repeats bieten vielfaltige Moglichkeiten fur die Bildung von Protein-
Protein Interaktionen (Kobe und Kajava 2001). Takahashi et al. vermuteten,
dass LRG aufgrund seiner Struktur und seiner Ahnlichkeit mit mitochondrialen
Proteinen und Apolipoproteinen ein membranassoziiertes Protein sein kdnnte.
Es beinhalte auch einige Bereiche mit bipolaren Eigenschaften (Takahashi et al.
1984). Bis heute ist die physiologische Funktion von LRG nicht genau bekannt.
LRG wird bei der Differenzierung von Neutrophilen hochreguliert und scheint
ein Marker fur die frlUhe neutrophile Granulozytendifferenzierung zu sein
(O'Donnell et al. 2002). Bei Mausen ist eine hohe LRG-Konzentration in der
Leber zu finden, weniger im Herzgewebe und minimal in Milz und Lunge
(O'Donnell et al. 2002). Des Weiteren scheint LRG der Klasse von
sekretorischen Typ 1-Akute Phase Proteinen anzugehoren. Typ 1-Akute Phase
Proteine (IL-1 Typ Cytokine) werden durch Interleukin-1  (IL-1) und
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), sowie durch Interleukin-6 (IL-6) Typ Cytokine
verstarkt exprimiert. Zu den Typ 1-Akute Phase Proteinen gehdren zum Beispiel
auch SAA und CRP (Baumann und Gauldie 1994). Zellexperimentell konnte
nachgewiesen werden, dass sich die Menge mitochondrialer Ribonukleinsaure
von LRG (LRG-mRNA) in HepG2 human hepatoma cells durch Stimulation mit
IL-6, Interleukin-1B3 (IL-1B) oder TNF-a erhoht. Die Menge an hepatischer LRG-
mRNA konnte auch durch die Herbeiflhrung einer akuten Inflammation bei
Mausen erhoht werden (Shirai et al. 2009).

LRG konnte als erster extrazelluldarer Ligand fur Cytochrom ¢ ermittelt werden.
Es Ubt im Serum eine inhibierende Wirkung auf Cytochrom c aus, welches eine
Bedeutung bei der Apoptose hat (Cummings et al. 2006). LRG scheint durch

Bindung von extrazelluldrem Cytochrom c, das von apoptotischen Zellen
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ausgeschuttet wird, Lymphozyten vor der Apoptose zu bewahren (Codina et al.
2010; Shirai et al. 2010).

2008 wurde von Weivoda et al. eine Methode vorgestellt, mit derer es erstmals
moglich wurde, LRG im Serum mithilfe eines Enzyme-linked Immunosorbent
Assays (ELISA) zu quantifizieren. Dabei stellt Cytochrom ¢ den aufnehmenden
Ligand dar. Interessanterweise zeigte sich keine Korrelation von CRP und LRG

in Messungen von Patientensera (Weivoda et al. 2008).

1.3.2 Bedeutung von LRG bei gastroenterologischen und
rheumatologischen Erkrankungen

LRG wird als potentieller Biomarker bei Hepatocelluldarem Karzinom (HCC)
beschrieben. Es zeigte sich in einer Studie eine 4,7 fache Uberexpression von
LRG in von HCC betroffenem Lebergewebe gegenlber benachbartem, nicht
betroffenem Lebergewebe (Chaerkady et al. 2008). Bei acht Patienten, die
aufgrund eines HCC eine kurative Radiofrequenzablation erhielten, stieg
Serum-LRG nach der Therapie an (Kawakami et al. 2005). LRG scheint
insbesondere bei einem durch eine Hepatitis-B-Virus (HBV) Infektion
ausgelosten HCC erhoht zu sein (Sarvari et al. 2014).

LRG ist im Serum bei fortgeschrittener Leberfibrose bei Patienten mit Hepatitis-
C-Virus (HCV) Infektion erniedrigt (Cheung et al. 2009). LRG ist auch bei durch
HBV induzierter Leberfibrose erniedrigt (Lu et al. 2010; Ma et al. 2011).

Ebenso wie Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA 19-9) und IL-6 ist LRG bei
Cholangiozellularem Karzinom (CCC) und Gallenblasenkarzinom erhoht
nachweisbar (Sandanayake et al. 2011).

LRG wurde in der massenspektrometrischen Untersuchung von Plasma von
finf Patienten mit einem Pankreaskarzinom im Vergleich zu gesunden
Kontrollprobanden erhoht nachgewiesen (Kakisaka et al. 2007).

Bei weiblichen Patienten mit Kolorektalem Karzinom (CRC) konnte LRG im
Serum retrospektiv in Blutproben aus Kohortenstudien erhéht nachgewiesen
werden, bereits bevor die Diagnose klinisch gestellt wurde (Ladd et al. 2012).
Bei der Differenzierung zwischen adenomatdsen Polypen und einem CRC
konnte Plasma-LRG von Bedeutung sein (Choi et al. 2013).

LRG ist bei Patienten mit einem Magenkarzinom etwa zweifach erhoht

gegenuber gesunden Patienten. Dennoch scheint es in der praktischen
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Anwendung aufgrund geringer Sensitivitat und Spezifitat nicht als Biomarker
geeignet zu sein (Uen et al. 2013).

LRG ist unabhangig von CRP bei einigen autoimmunen Erkrankungen erhoht,
insbesondere bei rheumatoider Arthritis und Morbus Crohn (Serada et al. 2010).
Patienten mit den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa zeigen jeweils erhdhte LRG-Werte im Serum (Serada et al.
2012; Gazouli et al. 2013; Shinzaki et al. 2017). Die Serumkonzentration von
LRG ist bei rheumatoider Arthritis signifikant erhdht (Ha et al. 2014; Fujimoto et
al. 2015).

1.3.3 Bedeutung von LRG bei neurologischen Erkrankungen

LRG konnte als signifikant erhdhter Biomarker im Liquor bei idiopathischem
Normaldruckhydrozephalus detektiert werden. Es konnte auch eine Rolle im
Rahmen der Pathogenese spielen. In Kombination mit anderen Biomarkern und
Tests konnte es dazu beitragen, das Outcome von therapeutischen Shunts bei
idiopathischem Normaldruckhydrozephalus vorherzusagen (Nakajima et al.
2011; Li et al. 2007). Im Alter steigt LRG in Astrozyten an. Es liegt im gesamten
Gehirn vor, besonders hoch ist das Vorkommen in der tiefen Hirnrinde
(Nakajima et al. 2012).

1.3.4 Bedeutung von LRG bei gynakologischen Erkrankungen

In peritonealer Flussigkeit von Patientinnen mit Leiomyomen konnte eine
Isoform von LRG erhdht nachgewiesen werden (Ferrero et al. 2009). Auch im
Plasma von Patientinnen mit Leiomyomen ist LRG erhdht (Lin et al. 2012).

LRG ist wie auch einige andere Proteine erhoht bei Ovarialkarzinom, ohne dass
die genaue Relevanz bekannt ist (Boylan et al. 2010; Lin et al. 2009; Andersen
et al. 2010; Mu et al. 2013). Serum-LRG scheint ahnlich gut als Biomarker bei
Ovarialkarzinom geeignet zu sein wie Cancer-Antigen 125 (CA 125) (Wu et al.
2013; Smith et al. 2014). Zudem ist LRG mdglicherweise ein unabhangiger

Biomarker beim Endometriumkarzinom (Wen et al. 2014).

1.3.5 Bedeutung von LRG bei weiteren Erkrankungen
Bei pulmonalarterieller Hypertonie ist LRG mdglicherweise ein spezifischer

prognostischer Biomarker (Zhang et al. 2009). LRG ist signifikant erhoht bei
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Herzinsuffizienz und dabei sensitiver als Brain Natriuretic Peptide (BNP)
(Watson et al. 2011).

Im Urin konnte LRG bei IgA-Nephropathie erhoht nachgewiesen werden
(Kalantari et al. 2013). Es wurden qualitative Veranderungen von LRG bei
Patienten mit einer Unterform von myelodysplastischem Syndrom gefunden
(Majek et al. 2014; Majek et al. 2012). LRG ist signifikant im Plasma von
Patienten mit einer H1N1 Infektion erhoht (Choi et al. 2014).

Auch bei Silikose konnten erhohte Serumlevel gezeigt werden (Zeng et al.
2007). Im Tierversuch zeigte sich ein Anstieg von LRG bei mit SIV infizierten
Tieren (Wiederin et al. 2010).

LRG ist im Serum bei nicht-kleinzeligem Lungenkarzinom (NSCLC) erhoht (Liu
et al. 2012). Auch bei Plattenepithelkarzinomen der Lunge koénnte LRG von
Bedeutung sein (Liu et al. 2012). LRG wurde auch im Urin von Patienten mit
Blasenkarzinom untersucht, zeigte sich dort jedoch anderen Markern
unterlegen (Lindén et al. 2012). Zudem scheint LRG eine Bedeutung als
Tumormarker bei oralem Plattenepithelkarzinom zu haben (Tung et al. 2013;
Chen et al. 2014).

LRG konnte moglicherweise auch zur Detektion exogener
Wachstumshormonapplikation genutzt werden (Boateng et al. 2009; Kay et al.
2009).

1.3.6 Bisherige Forschungsergebnisse zu LRG bei akuter Appendizitis

Im Jahr 2010 verdffentlichten Kentsis et al. die Ergebnisse einer
massenspektrometrischen Untersuchung von kindlichem Urin zur Ildentifikation
von Proteinen, die als hilfreiche Laborparameter bei akuter Appendizitis dienen
kdnnten. Sie untersuchten dabei neben anderen Markern auch LRG. Dabei
zeigten sie, dass LRG im Gewebe erkrankter Appendizes vermehrt
angereichert wird und dass es mit dem Schweregrad der Appendizitis korreliert.
Es konnte also ein spezifischer Marker der lokalen inflammatorischen Antwort
sein. Interessanterweise war es bei zwei Fallen einer histologisch gesicherten
akuten Appendizitis erhéht, wahrend die Bildgebung zuvor unauffallig war. LRG
zeigte sich allerdings auch in Fallen von Pyelonephritis erhoht (Kentsis et al.
2010). Eine darauf aufbauende Forschungsarbeit von Kentsis et al. beschaftigte

sich naher mit dem diagnostischen Wert von LRG bei akuter Appendizitis im
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Kindesalter. Sie beschreibt das Auftreten von Interferenzen bei der Anwendung
des ELISA fur LRG. Bei der Verwendung von frischem Urin zeigte sich bei der
Proteinkonzentration kein Unterschied zu gefrorenen Urinproben. Durch die
selected ion monitoring mass spectrometry konnte gezeigt werden, dass LRG
bei akuter Appendizitis mehr als 100-fach erhdht ist und die Receiver operator
characteristic-Area under the curve (ROC AUC) 0,98 betragt. Zum Vergleich
betragt die ROC AUC fir CRP 0,76 (Kentsis et al. 2012).

Aufgrund der Menge und Vielfalt der Krankheitsbilder, bei denen bisher eine
Erhdhung von LRG im Serum oder Urin nachgewiesen werden konnte, ware es
moglich, dass LRG bei akuter Appendizitis im Erwachsenenalter weniger
spezifisch sein konnte, als im Kindesalter. Eine weiterfuhrende Untersuchung
konnte aber dennoch eine Vvielversprechende Weiterentwicklung der nicht-
invasiven diagnostischen Moglichkeiten bei klinischem Verdacht auf eine akute

Appendizitis darstellen.
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1.4 Ziele der Arbeit

Die akute Appendizitis ist ein haufiges Krankheitsbild und die Kkorrekte
Diagnosestellung kann praoperativ schwierig sein. Daher kann es zu negativen
Appendektomien kommen, also Operationen bei denen eine Laparoskopie oder
Laparotomie mit Appendektomie durchgefuhrt wird, obwohl keine akute
Appendizitis vorliegt. Verbesserte diagnostische MalRnahmen konnten
moglicherweise negative Appendektomien verhindern.

Ein Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der Sensitivitat und Spezifitdt von Urin-
LRG als Marker fur akute Appendizitis im Erwachsenenalter. Die Bestimmung
soll klaren, ob durch LRG im Urin die Diagnosesicherheit verbessert werden
kann.

Ein weiteres Ziel war es, die Hohe von LRG im Urin im Vergleich zur Hohe von
anderen bereits haufig verwendeten Biomarkern bei entzindlichen
Erkrankungen, dem CRP im Serum und der Leukozytenzahl im Blutbild, zu
analysieren. Es sollte Uberprift werden, ob LRG ein zusatzlicher zuverlassiger

Biomarker fur die Diagnose der akuten Appendizitis ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Vorbereitung und Probengewinnung

2.1.1 Wahl des Analyseverfahrens

Proteine konnen unter anderem Uber Enzyme linked immunosorbent assays
(ELISAs) oder Western Blots nachgewiesen und quantifiziert werden. Auch fur
LRG ist ein ELISA zB. uber IBL International (Deutschland, Hamburg)
erhaltlich. Dieser zeigte jedoch im Rahmen von Voruntersuchungen unserer
Arbeitsgruppe keine validen Ergebnisse, so dass alternative Nachweisverfahren
evaluiert wurden. Auch Kentsis et al. berichteten 2011 Uber paradoxe Anstiege
von LRG bei steigender Verdunnung ihrer Proben, so dass Interferenzen im
Rahmen der Durchfihrung des ELISAs vermutet wurden (Kentsis et al. 2012).
Daher wurde die auch in der Veroffentlichung von Kentsis et al. beschriebene
Analyse mittels Massenspektrometrie gewahlt. Die Proteomanalyse der
gewonnenen Urinproben wurde im Molecular Proteomics Laboratory (MPL,
Dusseldorf, Deutschland) durchgefihrt. Dieses Labor ist ein Zentrallabor des
Biologisch-Medizinischen Forschungszentrums (BMFZ) der Heinrich-Heine-

Universitat Dusseldorf.

2.1.2 Probengewinnung

Vor Beginn der Studie wurde das Einverstandnis des Ethik-Komitees der
Universitat Dusseldorf eingeholt (Antragsnummer 3910, 1.8.2012). Die
prospektive Studie wurde in der Allgemeinchirurgischen Notfallambulanz des
Universitatsklinikums Dusseldorf durchgefuhrt. Die Probengewinnung begann
am 19.12.2012 und endete am 25.06.2014. Voraussetzung zur Aufnahme in die
Studie war das schriftiche Einverstandnis der Probanden. Die Patienten
mussten zudem alter als 18 Jahre alt sein und durften keine bekannten
chronisch infektidsen Krankheiten haben. Es sollte ein mdglichst breites
Spektrum an Differentialdiagnosen der akuten Appendizitis mit in die Studie
aufgenommen werden. Daher wurden alle Patienten als geeignet angesehen,
die Bauchschmerzen als Vorstellungsgrund in der Ambulanz angaben. Alle

Patienten erhielten einen schriftichen Aufklarungsbogen Uber die Teilnahme an
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der Studie, auf dem sie schriftiche Informationen zur Studie erhielten und
weitere Angaben zur Anamnese machen konnten (siehe Anhang).

Die Patienten wurden gebeten, Mittelstrahlurin- und Speichelproben
abzugeben. Eine =zusatzliche Blutprobe wurde bei der im Rahmen der
Diagnostik durchgefuhrten Blutentnahme abgenommen.

Die Urinproben wurden durch das Pflegepersonal in sterile Réhrchen der Marke
BD (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) Vacutainer® Z (No
Additive) REF364915 umgefiillt. Die Blutprobe wurde in ein steriles EDTA
Probenréhrchen der Marke BD REF 368499 abgenommen. Die Speichelprobe
wurde in ein steriles Rohrchen der Marke BD REF367819 gegeben. Umgehend
wurden alle Proben in einem Fach eines auf +4°C temperierten Kuhlschranks
der Ambulanz gelagert, dessen Temperatur regelmaldig Uberprift wurde, da
dort auch kuhlpflichtige Medikamente gelagert waren. Innerhalb von
durchschnittlich 26,9 Stunden (minimal 0,7 Stunden; maximal 217 Stunden)
wurde den Proben vom zustdndigen Arzt bzw. Doktoranden eine fortlaufende
Nummer zugeordnet und diese somit pseudonymisiert. AnschlieBend wurden
die Urin- und Blutproben zentrifugiert. Die verwendete Zentrifuge war eine
Eppendorf Centrifuge 5810R. Die Einstellungen waren 4°C, 1000 revolutions
per minute (rpm), 3068 relative centrifugal force (rcf) 9,5G, Laufzeit 10 min.
AnschlieBend wurden die Urin- und Blutproben aliquotiert. Dafur wurde eine
Eppendorf Pipette Research Plus 1000l und passende Pipettenspitzen (Tip
One® StarLab 1000ul, XL, Graduated, Filter Tip (Sterile) Cat. No. S1122-1830)
verwendet. Jeweils 500 ul der jeweiligen Probe wurden in Sarstedt Mikroréhren
0,5 ml mit Verschluss (REF72.730.007) pipettiert.

Dabei wurde Urin ohne abgelagertes Sediment und Serum ohne die
herabzentrifugierten Blutbestandteile pipettiert. Die Mikrordhren wurden
ausschlieR®lich mit der zugeordneten Nummer und der Probenart (Urin, Blut)
beschriftet. Die Speichelproben wurden ohne vorherige Zentrifugation ebenfalls
in Sarstedt Mikroréhren 0,5 ml mit Verschluss (REF72.730.007) pipettiert.
AnschlieBend wurden die befuliten und beschrifteten Mikrordhren bei -80°C in
einem Tiefklhigerat tiefgefroren. Die Einhaltung der Temperatur wurde
regelmafig durch das Laborpersonal Uberwacht.

Nach Abschluss der Probenakquirierung wurden die Proben tiefgekihlt zum
MPL Uberfuhrt und dort sofort bei -80°C erneut gelagert.
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In der vorliegenden Studie wurden ausschlieBlich die Urinproben analysiert.

FUr die Studie bendtigte klinische und laborchemische Patientendaten wurden
den Studienbdégen fur Patienten (,Datenerhebungsbogen) und der am
Universitatsklinikkum Ddusseldorf verwendeten Patientendatenbank Medico
(Siemens AG, Erlangen, Deutschland) entnommen. Zudem wurden die
Notfallbriefe der Ambulanz eingesehen. Bei Diagnose einer akuten Appendizitis
und erfolgter Operation wurden die histologischen Befunde abgerufen.

Alle telefonisch erreichbaren Patienten, die nicht stationar aufgenommen
wurden, wurden zudem im Verlauf telefonisch befragt, ob sie nach der
Vorstellung am Universitatsklinikum Dusseldorf in einem anderen Krankenhaus

an einer Blinddarmentzindung operiert worden sind.

2.2 Probenanalyse durch Targeted Proteomics:
Massenspektrometrische Probenanalyse mittels Selected Reaction
Monitoring - Liquid Chromatography- Tandem Massenspektrometrie
(SRM LC-MS/MS)

2.2.1 Massenspektrometriebasierte Proteinquantifizierung

Das Proteom ist das gesamte Proteinvorkommen, das in einem Genom codiert
ist. Seine Analyse, die Proteomik (Proteomics), wird unter anderem durch
Massenspektrometrie ermoglicht (Loffler/Petrides Biochemie und
Pathobiochemie 2014). Proteine bestehen aus Aminosaureketten. Kleine
Proteine oder Teilsticke von Proteinen aus bis zu 100 verknupften
Aminosauren nennt man Peptide.

Die massenspekirometrische Methode des Selected Reaction Monitoring
(SRM) dient dem absolut-quantitativen Nachweis von spezifischen Proteinen in
einer Probe. Dadurch kdnnen einzelne Proteine gezielt quantifiziert werden
(targeted proteomics). Mithilfe dieser Methode koénnen also nur Proteine
quantifiziert werden, nach denen aktiv gesucht wird. Neue, unbekannte Proteine
werden nicht detektiert. Die Proben werden durch Spaltung der Proteine in
Peptide, Flussigchromatographie (High Pressure Liquid Chromatography
(HPLC)) und Elektrospray-lonisation (ESI) vorbereitet und mithilfe des SRM in

einer Tandem Massenspektrometrie analysiert.
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2.2.2 Probenvorbereitung

Die Proteine der jeweiligen Probe mussen zunachst durch Peptidasen in
Peptide gespalten werden.

Die 109 Urinproben, der in die Studie aufgenommenen Patienten mit
Bauchschmerzen, wurden im Labor des MPL aufgetaut, bei 1000 g und 4°C
Uber die Dauer von 5 Minuten zentrifugiert und der jeweilige Uberstand (360 pl)
anschliefdend in 3 kDa cutoff spin filters (Millipore) bei 14000 g und 4°C uber die
Dauer von 1 Stunde konzentriert. 400 pl wassrige Lésung mit 8 M Urea und 50
mM Tris (pH 7,4) wurde den Proben zugeflgt und eine weitere Zentrifugation
bei 14000 g, 18°C Uber die Dauer von 1 Stunde durchgefihrt.

Die nun konzentrierten Proteine wurden anschlieend durch Zugabe von 100 i
Reduzierpuffer (10 mM DTT, 8 M Urea, 50 mM Tris, pH 7,4) Uber die Dauer von
45 Minuten bei Raumtemperatur reduziert. Um die Thiole zu alkylieren wurde
den Proben 10 pl einer alkylierenden Losung (0,55M lodoacetamide, 8 M Urea,
50 mM Tris, pH 7,4) zugefugt und die Saule 30 Minuten in Dunkelheit und bei
Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieBend wurden die Proben bei 14000 g, 18°C fur 30 Minuten
zentrifugiert. Dann wurde 300 pl Verdaupuffer (wassrige Losung mit 50 mM
Ammoniumhydrogencarbonat (NH4HCO3)) zugegeben und die Proben fir die
Dauer von 45 Minuten bei 14000 g und 18°C konzentriert. Dieser Schritt wurde
mit 400 pl Verdaupuffer und 60 Minuten Zentrifugationsdauer wiederholt.

Nun konnten die aufkonzentrieten Proteine gewonnen und die
Proteinkonzentration durch ein 660 nm Proteinassay (Pierce/Thermo Scientific)
bestimmt werden.

1,5 ug Protein wurde bei 37°C Uber Nacht in einem Gesamtvolumen von 20,9 pl
Verdaupuffer und 0,03 ug Trypsin verdaut. Der Verdau wurde durch das
Zufugen von 69 ul 0,1% Trifluoressigsaure beendet.

Um spater eine absolute Quantifizierung der gewinschten Proteine vornehmen
zu konnen, wurde bei der Probenvorbereitung ein Peptidstandard mit einer
definierten Menge von schweren Peptiden (heavy peptides) zugeflgt. Unter
anderem wurden drei verschiedene synthetische Peptide zugegeben, die
tryptischen LRG Peptiden entsprechen (GQTLLAVAK, VAAGAFQGLR,
DLLLPQPDLR). Bei den schweren Peptiden wurden die N-terminalen

Aminosauren mit schweren Isotopen gekennzeichnet. Eine definierte Menge
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(siehe Anhang) der schweren Peptide wurde zu den tryptisch verdauten
Urinproben gegeben und die Peptidmischung durch eine Festphasenextraktion
(Oasis HLB pElution plate, Waters, Eschborn, Deutschland) nach dem Protokoll
des Herstellers gereinigt.

Die gelosten Peptide wurden durch Vakuumkonzentration getrocknet und
wieder in wassriger Losung von 0,1% Trifluoressigsaure gelost.

SchlieRlich konnten im nachsten Schritt jeweils 200 ng der Peptidmischung
mithilfe der HPLC aufgetrennt werden. Dafir wurde das ultrahighpressure liquid
chromatography (UHPLC) System UltiMate 3000 RSLCnano von Thermo
Fisher Scientific (Bremen, Deutschland) verwendet.

Zunachst wurden die Peptide auf eine Vorsaule (Acclaim PepMap100 3 um
C18 PartikelgroRe, 100 A PorengréRe, 75 um innerer Durchmesser, 2 cm
Lange, Thermo Scientific, Bremen, Deutschland), bei einer Flussrate von 20
pi/min und unter Verwendung von 0,1% (viv) TFA als mobiler Phase
aufkonzentriert. AnschlieRend wurden die Peptide durch einen 20-minGtigen
Gradienten (5%-30% B; Losung A entspricht 0,1% Ameisensaure in Wasser;
Lésung B entspricht 80% Acetonitrile, 10%  Trifluoroethanol, 0,1%
Ameisensaure in Wasser) getrennt. Dabei wurde eine Saule mit 75 pym innerem
Durchmesser, 15 cm Lange, C18, 2 um Partikelgroe (Acclaim PepMap RSLC,
Thermo Fisher Scientific, Bremen, Deutschland) verwendet.

Es folgte die Injektion der Peptide ins Massenspektrometer. Dies erfolgte Uber
eine nano-Elektrosprayquelle (Emitter: FS360-20-10-D; New Objective,
Woburn, Massachusetts, USA). Hierbei wurden die Peptide ionisiert und

gasformig.

2.2.3 Probenanalyse

Zur anschlielfenden Probenanalyse wurde in dieser Studie die Methode des
SRM mithilfe eines Triple- Quadrupol Massenspektrometers (QQQ), der ,TSQ
Vantage“ von Thermo Fisher Scientific, Bremen, Deutschland verwendet.

Beim SRM wird ein Selected Ilon Monitoring (SIM) im Tandem
Massenspektrometrie (MS/MS) Modus durchgefuhrt (Gross 2013). Durch diese
Methode konnen Teile des Proteoms, also einzelne, spezifische Peptide

analysiert werden.
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Die TSQ Vantage wurde im positiven Modus betrieben und die Proben in das
Massenspekirometer injiziert. Das QQQ besteht grundsatzlich aus drei
Quadrupolen und einem Detektor. Das erste und dritte Quadrupol sind Filter,
die in Quadrupol 1 (Q1) Peptide, in Quadrupol 3 (Q3) Ubergange (transitions)
nach ihrem Masse zu Ladungsverhaltnis (m/z) filtern. Sind sowohl Peptid als
auch Ubergang im Masse zu Ladungsverhéltnis bei unterschiedlichen Proteinen
gleich, konnen diese nicht auseinandergehalten werden. Daher wurden nur
Peptide zur Detektion ausgewahlt, die eindeutig zuzuordnende Massen fur LRG
und weitere Kontrollproteine zeigen. Im zweiten Quadrupol (Q2) kommt es zu
einer Fragmentierung durch collision induced dissociation (CID), also
kollisionsinduzierter Trennung der lonen in Ubergange (transitions). Der
zeitiche Abstand zwischen der Detektion von 2zwei unterschiedlichen
Ubergéngen wird als Zykluszeit (cycle time) bezeichnet. Die lonen werden an
den voreingestellten Ubergéngen (transitions) erkannt. Diese muss das Gerat in
einer im Millisekunden-Bereich liegenden Zeitspanne, der Verweilzeit (dwell
time) erkennen, bevor es beginnt, den nachsten Ubergang zu detektieren. Pro
Protein werden in der Detektion mehrere Peptide und Ubergange gewanhlt, um
die Genauigkeit zu erhdhen und Fehler zu vermeiden. In Vorexperimenten
wurden zunéchst die Wahl der Ubergénge sowie die Kollisionsenergie optimiert
um moglichst starke Signale bei geringen Interferenzen mit anderen
Peptidsignalen zu erhalten.

In unserer Untersuchung wurde die Auflésung von Q1 und Q3 auf 0,7u FWHM
eingestellt. Die Zykluszeit war 1 Sekunde (Verweilzeit: >50ms fur jeden
Ubergang). Die Peptide wurden in Q2 mit Argongas Uber induzierte Kollisionen
fragmentiert. Dabei waren die Kollisionsenergien spezifisch fur jedes Peptid.
Der Instrumenten Scan Modus war iSRM. Drei primare und zwei sekundare
Fragmentionen pro Peptid wurden gesammelt. Die erlaubte Zeit war 0,1
Minuten, Schwellenintensitat 300 counts, und der dynamische Ausschluss
wurde nach 3 Fragmentionen fur 0,3 Minuten aktiviert.

Die bestimmten Massen der Peptide und Ubergénge sind im Anhang in Tabelle

5 zusammengefasst.
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2.3 Datenauswertung und Statistik

Die Datenauswertung erfolgte mithilfe von SPSS 23 (BM SPSS Statistics,
Armonk, New York, USA).

Zur deskriptiven Statistik wurden Mittelwerte und die dazugehorigen
Standardabweichungen, der Median, sowie Prozentanteile definierter Gruppen
berechnet.

Die Daten wurden Uber den Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung hin
uberprift. Bei p<0,05 wurden die Daten als nicht normalverteilt bezeichnet. Ein
Teil der Daten wurde bei fehlender Normalverteilung der Rohdaten zunachst
logarithmiert und so eine Normalverteilung hergestelit.

AuBerdem wurde mithilfe der Levene Statistik die Varianzhomogenitat gepruft.
Als Nullhypothese daflr wurde festgelegt, dass die Varianzen der untersuchten
Biomarker (Leukozyten, CRP, LRG) in den nach Diagnosen definierten
Gruppen gleich sind. Bei p<0,05 besteht eine Varianzinhomogenitat.

Bei vorhandener Normalverteilung wurde eine einfaktorielle Analysis of
Variance (ANOVA) mit anschlieRendem post hoc-Tukey Test durchgefihrt.

Da die einfaktorielle ANOVA, insbesondere die Welch-ANOVA als robust
gegenuber Verletzungen der Normalverteilungsannahme gilt, wurde bei
fehlender Normalverteilung der Daten eine Welch-ANOVA Analyse mit
anschliefendem Games-Howell post-hoc Test durchgefuhrt. Als Nullhypothese
wurde festgelegt, dass die Mittelwerte des jeweiligen Biomarkers bei jeder
Diagnose gleich sind. Die Biomarkerwerte sind intervallskaliert, die
Diagnosegruppen nominalskaliert.

Zur Auswertung lagen 108 CRP-Werte der Patienten vor. Ein Wert eines
Patienten mit Gastroenteritis war fehlend. Laborseitig wurde das CRP teilweise
nicht klar definiert angegeben (z.B. <0,3mg/dl). In diesem Fall wurde der Wert
fir die Auswertung dem oberen Wert gleichgesetzt (z.B. <0,3mg/dl
entsprechend 0,3mg/dl).

Wenn p<0,05 war, wurden die Unterschiede zwischen den Ergebnissen als
signifikant gewertet.

In der deskriptiven Statistik wurde der Einzelfall einer lleitis terminalis bei M.

Crohn mit aufgeflhrt. FUr die Berechnung der Mittelwertdifferenzen mithilfe der
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Welch-ANOVA wurde diese in die Gruppe der unspezifischen Bauchschmerzen
aufgenommen, da eine Gruppe mit Einzelfall fir die Analyse nicht zulassig ist.
Erganzend wurde bei Nicht-Normalverteilung der Daten auch der Kruskal-
Wallis-Test durchgefiihrt, der das Ergebnis der Welch-ANOVA bestatigte. Im
Anschluss wurden paarweise Untersuchungen mithilfe des unabhangigen T-
Testes beziehungsweise mithilfe des Mann-Whitney U Tests errechnet.

Die graphische Darstellung erfolgte mithilfe von Boxplots. Hierbei entspricht der
Querstrich innerhalb der Box dem Median, der untere Querstrich der Box dem
unteren Quartil, der obere Querstrich dem oberen Quartil des Datensatzes. Die
Whisker bilden den Wertebereich bis zum gréten, beziehungsweise kleinsten
Wert ab, der noch keinem Ausreil3er entspricht. Mit einem Kreis sind Ausreil3er
markiert, die 1,5 bis 3-fach Uber oder unter den Quartilen liegen. Mit einem
Stern sind Extremwerte markiert, die mehr als dreifach Uber oder unter den
Quartilen liegen.

Um die Korrelation von Leukozytenzahl, CRP und LRG zu berechnen, wurde
der Rangkorrelationskoeffizient rs (Spearman’s Rho) bestimmt.

Fir Leukozytenzahl, CRP und LRG wurden eine receiver operating
characteristics (ROC) Kurve erstellt und die Area under the curve (AUC), sowie

Sensitivitat und Spezifitat mithilfe des Youden Index ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1 Deskriptive Statistik

3.1.1 Anzahl, Geschlechts- und Altersverteilung der Patienten

Insgesamt wurden 109 Patienten in die Studie eingeschlossen. Davon waren 51
(46,8%) Patienten mannlich und 58 (53,2%) Patienten weiblich. Der Mittelwert
des Alters aller Patienten betrug 37,3 Jahre, der Median lag bei 30,8 Jahren.
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Abb. 1: Altersverteilung der Patienten
Das Histogramm wveranschaulicht die Altersverteilung der in die Studie aufgenommenen

Patienten mit deutlich mehr jingeren Patienten als alteren Patienten.
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Der jungste Patient war 18,2 Jahre alt, der alteste Patient war 82,5 Jahre alt. In
die Studie wurden deutlich mehr jungere als altere Patienten eingeschlossen
(Abb. 1). 78% der Studienteilnehmer waren zwischen 18 und 50 Jahren alt.

Bei Patienten mit der Diagnose akute Appendizitis (n=14) lag der Mittelwert des
Alters bei 40,3 (x18) Jahren. Von diesen 14 Patienten waren 9 Patienten

mannlich und 5 Patienten weiblich.

3.1.2 Hauptdiagnosen und ihre Haufigkeit

Unter allen Patienten fanden sich 14 Patienten mit akuter Appendizitis (12,8%),
20 Patienten mit Harnwegsinfektionen (18,3%), sieben Patienten mit akuter
Cholezystitis oder symptomatischer Cholezystolithiasis (6,4%), vier Patienten
mit akuter Sigmadivertikulitis (3,7%), drei Patienten mit gynakologischen
Erkrankungen (2,8%), finf Patienten mit Nierenkolik (4,6%), sieben Patienten
mit Gastritis (6,4%), zehn Patienten mit akuter Gastroenteritis (9,2%), 3
Patienten mit Verdacht auf eine maligne Erkrankung (2,8%) und ein Patient mit
leitis terminalis bei M. Crohn (0,9%).

Tabelle 1: Haufigkeitsverteilung der Diagnosen

Haufigkeit | Prozent

Unspezifische

Bauchschmerzen 35 32,1

Akute Appendizitis 14 12,8
Harnwegsinfekt 20 18,3
Cholezystitis/

Cholezystolithiasis ! 64

Sigmadivertikulitis 4 3,7

Gyn. Erkrankungen 3 2,8

Nierenkolik 5 4,6

Gastritis 7 6,4

Gastroenteritis 10 9,2

V.a. Malignom 3 2,8

lleitis terminalis (M.Crohn) 1 0,9

Gesamt 109 100,0

Aufstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten der erhobenen Diagnosen.
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Bei 35 Patienten (32,1%) lagen andere Ursachen der akuten Bauchschmerzen
vor, bei denen keine spezifische Diagnose gestellt werden konnte (Tabelle 1).
Bei den mannlichen Patienten konnte bei 21 Patienten (41,2%) keine
spezifische Diagnose (unspezifische Bauchschmerzen) gestellt werden. Bei 9
mannlichen Patienten (17,6%) lag eine akute Appendizitis vor.

Bei den weiblichen Patienten waren die haufigsten Diagnosen die akute
Harnwegsinfektion bei 20 Patientinnen (34,5%), unspezifische
Bauchschmerzen bei 14 Patientinnen (24,1%), Gastroenteritis bei sechs
Patientinnen (10,3%) und die akute Appendizitis bei funf Patientinnen (8,6%).
Die meisten der in die Studie eingeschlossenen Patienten sind mit
unspezifischen Bauchschmerzen entlassen worden (32,1%), gefolgt von der
Diagnose Harnwegsinfektion (18,3%) und der Diagnose akute Appendizitis
(12,8%).
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3.2 Auswertung von Unterschieden der Hohe von LRG im Urin,
Leukozytenzahl und CRP zwischen den Diagnosegruppen

3.2.1 LRG im Urin bei akuter Appendizitis

Der Mittelwert fir Urin-LRG bei akuter Appendizitis lag bei 112,76 fmol/200ng
Gesamtprotein, der Mittelwert von Urin-LRG aller Diagnosen bei 71,3
fmol/200ng Gesamtprotein. Der Unterschied ist statistisch nicht signifikant
(p=0,202) (Abb. 2).
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Abb. 2: Hohe von LRG im Urin bei akuter Appendizitis im Vergleich zu den
anderen Diagnosen

Der Wert von LRG im Urin lag bei akuter Appendizitis tendenziell leicht hoéher, als bei anderen
Ursachen fiir Bauchschmerzen. In der statistischen Auswertung zeigt sich kein signifikanter
Unterschied (T Test fir unabhangige Stichproben, p=0,202).

Abkidrzungen: loglrg= logarithmierter Wert von LRG in fmol/200ng Protein, LRG=leucine-rich

3.1-S-a2-glycoprotein, fmol=femtomol, ng=nanogramm
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LRG wies bei systemisch entzindlichen Erkrankungen wie der akuten
Appendizitis, der Cholezystitis und der Sigmadivertikulitis signifikant hohere
Werte als bei nicht-entzlindlichen Erkrankungen auf. (t-Test fur unabhangige
Stichproben, p=0,001) (Abb. 3) Der Mittelwert fir LRG lag bei Vorliegen einer
akuten Appendizitis, Sigmadivertikulitis oder Cholezystitis bei 147,9 fmol/200ng
Protein (SD +/- 165,3). Bei den sonstigen, nicht entziindlichen Erkrankungen
lag der Mittelwert bei 48,5fmol/200ng Protein (SD +/- 70,3).
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Abb. 3: Die Hohe von LRG bei Appendizitis, Cholezystitis und Sigmadivertikulitis
gegeniiber den anderen Diagnosen

Die Hoéhe won LRG unterschied sich bei den entzindlichen Erkrankungen Appendizitis,
Cholezystitis und Sigmadivertikulitis signifikant von den anderen in dieser Studie beobachteten
Diagnosen (T Test fur unabhangige Stichproben, p=0,001).

Abklrzungen: loglrg= logarithmierter Wert von LRG in fmol/200ng Protein, LRG= leucine-rich

3.1-S-a2-glycoprotein, fmol=femtomol, ng=nanogramm
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Abb. 4: Hohe von LRG im Urin bei verschiedenen Diagnosen

Hier wird die unterschiedliche Konzentration won LRG im Urin bei den werschiedenen
Diagnosen weranschaulicht. Es wird deutlich, dass LRG insbesondere bei den systemisch
entzindlichen Erkrankungen, der akuten Appendizitis, der Cholezystitis und der
Sigmadivertikulitis im Vergleich zu den anderen Erkrankungen erhoht war. Dies bestatigt sich
im T-Test mit einer Signifikanz von p=0,001. Die Gruppe Sigmadivertikulitis unterscheidet sich
zudem signifikant von der Gruppe Harnwegsinfektion (p<0,05).

Abkidrzungen: LRG= leucine-rich 3.1-S-a2-glycoprotein, fmol=femtomol, ng=nanogramm

Die Werte von LRG waren in den erhobenen Rohdaten nicht normalverteilt,
Shapiro-Wilk Test, p<0,01. Nach Logarithmierung konnte eine Normalverteilung
erreicht werden, Shapiro-Wilk Test p=0,328, so dass mit den logarithmierten
Daten weiterverfahren wurde. Fir logLRG zeigte sich im Levene-Test eine
Varianzhomogenitat (p=0,855), so dass eine einfaktorielle ANOVA mit
anschliefendem Tukey post hoc Test durchgefihrt wurde. Das Ergebnis der
einfaktoriellen ANOVA zeigte, dass sich die Hohe von LRG statistisch
signifikant zwischen den verschiedenen Diagnosegruppen unterschied
(F(9,99)=2,26, p<0,05). Im anschlielenden Tukey-post hoc Test unterschied
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sich die Gruppe Sigmadivertikulitis signifikant von der Gruppe akuter
Harnwegsinfekt (p<0,05), weitere statistisch signifikante  Unterschiede
insbesondere zwischen der akuten Appendizitis und anderen Diagnosen
zeigten sich nicht (Abb. 4, Tabelle 2).

Tabelle 2: Tukey post-hoc Test zur Analyse der Mittelwertdifferenz von logLRG

bei akuter Appendizitis und den sonstigen Diagnosen

95%-
Mittlere Signifi- Konfidenzintervall
Differenz | Standard- kanz Unter- Ober-
(I) Diagnose (J) Diagnose (I-J) fehler (p-Wert) [ grenze grenze
Akute Appendizitis Unspezfische
Bauchschmerzen 0,58 0,46 0,961 -0,92 2,08
Harnwegsinfekt 1,13 0,51 0,458 -0,53 2,79
Cholezystitis/
Cholezystolithiasis -0,49 0,68 0,999 -2,69 1,71
Sigmadivertikulitis -1,63 0,83 0,633 -4,32 1,07
Gyn. Erkrankungen 0,19 0,93 1,000 -2,83 3,21
Nierenkolik 0,44 0,76 1,000 -2,03 2,92
Gastritis 1,29 0,68 0,669 -0,91 3,49
Gastroenteritis 0,87 0,61 0,914 -1.1 2,84
V.a. Malignom -0,14 0,93 1,000 -3,17 2,88

Im Tukey post hoc Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Mittelwertdifferenzen
won loglrg zwischen der Gruppe akute Appendizitis und den sonstigen Diagnosegruppen.
Tendenziell ist zu erkennen, dass die Mittelwerte der Gruppen Cholezystitis, Sigmadivertikulitis
und V.a. Malignom etwas hoher lagen als bei der Gruppe akute Appendizitis.

Abkirzungen: loglrg= logarithmierter Wert von LRG (leucine-rich 3.1-S-a2-glycoprotein) in

fmol/200ng Protein, fmol=femtomol, ng=nanogramm
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3.2.2 Schweregrade der akuten Appendizitis nach histologischem Befund
und Korrelation der Hohe von LRG mit dem Schweregrad

Bei den untersuchten Patienten mit akuter Appendizitis (n=14) lagen
histologisch unterschiedliche Schweregrade vor (Abb. 5). Ein Patient hatte eine
phlegmondse Appendizitis ohne Peritonitiszeichen. LRG im Urin lag bei 2771
fmol/200ng Protein.

Ein weiterer Patient hatte eine initial ulcerophlegmondse Appendizitis ohne
Peritonitiszeichen. LRG im Urin lag bei 5,3 fmol/200ng Protein.

Bei elf Patienten lagen schwere ulcerophlegmondse Appendizitiden mit
Perforation und/oder eitrig fibrindser Peritonitis vor. Die Hohe von LRG im Urin
schwankte hier zwischen 10,4 fmol/200ng Protein und 426,2 fmol/200ng
Protein. LRG im Urin lag im Durchschnitt bei diesen Patienten bei 117,6
fmol/200ng Protein.

Eine Appendizitis zeigte sich histologisch als chronische Appendizitis im
Narbenstadium. LRG im Urin lag hier bei 2,4 fmol/200ng Protein.

Aus diesen Werten lasst sich kein Hinweis auf eine Korrelation der Hohe von
LRG im Urin mit dem Schweregrad einer akuten Appendizitis ableiten. Bei
lediglich zwei leichtgradigeren Appendizitiden ohne Peritonitiszeichen war keine

sichere Aussage mdglich (Abb. 5).
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Abb. 5: LRG Konzentration im Urin bei akuter Appendizitis in fmol/200ng Protein
in Bezug auf den histopathologischen Befund

Im Vergleich der durchschnittlichen LRG-Konzentration im Urin der Patienten mit den
unterschiedlichen histopathologischen Schweregraden der Appendizitis zeigte sich kein Hinweis
auf eine Korrelation des Urin-LRG mit steigendem Schweregrad der Erkrankung.
Einschrankend fir die Beurteilung ist jedoch die sehr geringe Fallzahl insbesondere der
leichtgradigeren akuten Appendizitiden ohne Peritonitis.

Abkurzungen: LRG=leucine-rich 3.1-S-a2-glycoprotein, fmol=femtomol, ng=nanogramm
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3.2.3 Leukozytenzahl bei akuter Appendizitis und anderen Diagnosen

In den erhobenen Rohdaten ist die Leukozytenzahl nicht normalverteilt,
Shapiro-Wilk Test, p<0,01. Daher wurden die Werte logarithmiert und wiesen
anschlieBend eine Normalverteilung auf, Shapiro-Wilk Test, p=0,708. Im
Folgenden wird mit den logarithmierten Daten weiterverfahren. In der Levene
Statistik zeigte sich fur Leukozyten eine Varianzhomogenitat.

Bei akuter Appendizitis ist die Leukozytenzahl im Blutbild signifikant hdher als
bei der Kontroligruppe (T Test fir unabhangige Stichproben, p<0,001) (Abb. 6).
Bei Vorliegen einer akuten Appendizitis mit Peritonitis lag der Mittelwert der
Leukozytenzahl bei 15227/ul (n=11), bei fehlenden Peritonitiszeichen bei
13467/ul (n=3).
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Abb. 6: Leukozytenzahl bei akuter Appendizitis im Vergleich zur Leukozytenzahl
bei den anderen Diagnosen
Die Leukozytenzahl bei akuter Appendizitis (n=14) ist signifikant héher als bei den anderen in

dieser Studie erhobenen Diagnosen (n=95) (T Test fir unabhangige Stichproben p<0,001).
Abklrzungen: pl=mikroliter
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Die Leukozytenzahl war in dieser Untersuchung insbesondere bei der akuten
Appendizitis und der Sigmadivertikulitis erhdht (Abb. 7).
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Abb. 7: Hohe der Leukozytenzahl bei verschiedenen Diagnosen

Der Boxplot veranschaulicht die Hohe der Leukozytenzahl in Bezug auf die verschiedenen
Hauptdiagnosen. Es wird deutlich, dass die Leukozytenzahl im Vergleich zu unspezifischen
Bauchschmerzen besonders bei akuter Appendizitis und bei Sigmadivertikulitis erhéht war.

Abkurzungen: pl=mikroliter

In der einfaktoriellen ANOVA zeigte sich ein signifikanter Unterschied der
Mittelwertdifferenzen unter den verschiedenen Diagnosegruppen
F(9,99)=4,933, p<0,001.

Im anschlieBenden Tukey post-hoc Test zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen der Gruppe akute Appendizitis und unspezifische Bauchschmerzen
(p<0,001), akute Appendizitis und Harnwegsinfekt (p=0,007), akute Appendizitis
und Gastritis (p=0,005), akute Appendizitis und Gastroenteritis (p=0,041) und
akuter Appendizitis und V.a. Malignom (p=0,001) (Tabelle 3).
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Desweiteren zeigte sich die Mittelwertdifferenz der Leukozyten in der Gruppe

Sigmadivertikulitis signifikant erhdoht gegenuber der Gruppe V.a. Malignom

(p=0,007).

Tabelle 3: Tukey post-hoc Test zur Analyse der Mittelwertdifferenz der

Leukozytenzahl bei akuter Appendizitis und den sonstigen Diagnosen

95%-
Mittlere Signifi- Konfidenzintervall
Differenz | Standard- kanz Unter- Ober-
(I) Diagnose (J) Diagnose (I-J) fehler (p-Wert) | grenze grenze
Akute Appendiztis Unspezfische .
Bauchschmerzen 0,54 0,11 <0,001 0,18 0,89
Harnwegsinfekt 047 0,12 0,007 0,08 0,86
Cholezystitis/
Cholezystolithiasis 05 016 0071 002 102
Sigmadivertikulitis -0,04 0,2 1,000 -0,67 0,60
Gyn. Erkrankungen 0,28 0,22 0,956 -0,43 1,0
Nierenkolik 0,31 0,18 0,795 -0,28 0,89
Gastritis 0,64 0,16 0,005 0,12 1,16
Gastroenteritis 0,47 0,14 0,041 0,01 0,94
V.a. Malignom 0,99’ 0,22 0,001 0,28 1,71

Der Tukey post-hoc Test zeigte signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen akute

Appendizitis

und unspezifische

Bauchschmerzen

(p<0,001),

akute Appendizitis

und

Harnwegsinfekt (p=0,007), akute Appendizitis und Gastritis (p=0,005), akute Appendizitis und

Gastroenteritis (p=0,041) und akuter Appendizitis und V.a. Malignom (p=0,001).
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3.2.4 Serum-CRP bei akuter Appendizitis

Die CRP Werte in den erhobenen Patientendaten waren nicht normalverteilt
und lieBen sich auch durch Logarithmieren nicht zu einer Normalverteilung
transformieren, Shapiro-Wilk Test, p<0,01. Fir CRP zeigte sich aulerdem im
Levene-Test eine Varianzinhomogenitat (p<0,01), so dass eine Welch-ANOVA
durchgefihrt wurde. Hier zeigte sich, dass ein signifikanter Unterschied
zwischen den Mittelwertdifferenzen bei akuter Appendizitis und den anderen
Diagnosegruppen besteht, Welch-Test F(9, 16,989)=3,865, p<0,05. Im
Anschluss wurde ein Games-Howell post-hoc Test durchgefiuhrt. Bei der
Sigmadivertikulitis ist der CRP-Wert etwas hdher (Mittelwertdifferenz 6,8mg/dl)
als bei der akuten Appendizitis (Mittelwert: 5,1mg/dl) (Tabelle 4). Ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen zeigte sich jedoch

nicht.

Tabelle 4: Games-Howell post-hoc Test zur Analyse der Mittelwertdifferenz von

CRP bei akuter Appendizitis und den sonstigen Diagnosen

Diagnose | Diagnose J Mittlere Standard- | Signifikanz | 95% 95%
Differenz fehler (p-Wert) Konfidenz- Konfidenz-
() intervall intervall
Untergrenze | Obergrenze
Akute .
o Unspezifische
Appendizitis 3,98 1,46 0,249 -1,43 9,38
Bauchschmerzen
Harnw egsinfekt 3,33 1,53 0,507 -2,20 8,85
Cholezystitis/
1,56 2,85 1,000 -9,67 12,78
Cholezystolithiasis
Sigmadivertikulitis -6,78 5,44 0,922 -39,72 26,17
Gyn. Erkrankungen 2,33 2,81 0,991 -14,3 18,96
Nierenkolik 4,88 1,43 0,087 -0,48 10,24
Gastritis 4,40 1,49 0,170 -1,05 9,85
Gastroenteritis 2,30 1,7 0,928 -3,70 8,30
V.a. Malignom -4,03 6,42 0,997 -60,73 52,67

Die Tabelle zeigt das Ergebnis des Games-Howell post-hoc Test bezuglich der
Mittelwertdifferenz von CRP (mg/dl) bei akuter Appendizitis (Mittelwert: 5,1mg/dl) und den
Ubrigen Hauptdiagnosen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Tendenziell scheint
der CRP-Wert im Vergleich zum Mittelwert bei einer akuten Appendizitis, bei einer
Sigmadivertikulitis oder bei einer malignen Erkrankung etwas hoher zu sein.

Abkirzungen: CRP= C-reaktives Protein, mg=milligramm, di=deziliter
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Der Kruskal-Wallis-Test fur nicht normalverteilte Daten bestatigte, dass die
Verteilung von CRP in den unterschiedlichen Diagnosegruppen nicht identisch
ist, p<0,001.
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Abb. 8: Mittlere CRP Konzentration im Serum bei akuter Appendizitis im
Vergleich zu den anderen Diagnosen

Der Boxplot zeigt, dass der Wert des CRP bei akuter Appendizitis (n=14) im Vergleich zu
sonstigen Ursachen fur Bauchschmerzen (n=95) signfikant hoéher war. Auf Basis der
asymptotischen Signifikanz (2-seitig) kann gefolgert werden, dass sich die zentralen Tendenzen
unterscheiden. (Mann-Whitney U Test, z=-2,322, p=0,020)

Abklrzungen: CRP=C-reaktives Protein, mg=milligramm, di=deziliter

Im Mann-Whitney U Test wurde paarweise die Gruppe akute Appendizitis auf
einen signifikanten Unterschied zu den anderen Diagnosegruppen hin
uberpruft. Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied zur Gruppe der
unspezifischen  Bauchschmerzen (Asymptotische  Signifikanz: =-2,757,
p=0,006), Nierenkolik (Exakte Signifikanz. U=7,000, p=0,007) und Gastritis
(Exakte Signifikanz: U=18,500, p=0,020).
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Bei akuter Appendizitis (n=14) zeigte sich ein signifikanter Unterschied
gegenuber allen anderen Ursachen von Bauchschmerzen (n=94), Mann-
Whitney U Test (Asymptotische Signifikanz: z=-2,322, p=0,020), Abb. 8.

3.3 Korrelationen von Leukozyten, CRP und LRG

Um zu prufen, ob Korrelationen zwischen der Hohe der Leukozytenzahl im
Blutbild, der CRP Konzentration im Serum und der Menge von LRG im Urin
bestehen, wurden Streudiagramme erstellt, sowie erganzend die Spearman’s

Rho Korrelation fur nicht normalverteilte Daten errechnet.
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Abb. 9: Keine Korrelation zwischen Leukozytenzahl und CRP

Die Daten zeigen keine Anzeichen fir einen linearen Zusammenhang zwischen der HOhe der
Leukozytenzahl und des Serum-CRP-Wertes. Rechnerisch besteht mit der Spearman’s Rho
Korrelation fur nicht normalverteilte Daten keine Korrelation (rs=0.198, p<0,05).

Abklrzungen: CRP=C-reaktives Protein, mg=milligramm, di=deziliter, yl=mikroliter
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Graphisch zeigte sich kein Anhalt flr einen linearen Zusammenhang zwischen
der Leukozytenzahl und Hohe des CRP, sowie zwischen der Leukozytenzahl
und Hohe des LRG (Abb. 9, Abb. 10).

Rechnerisch korrelierten Leukozytenzahl und Hohe des CRP beziehungsweise
Leukozytenzahl und Hohe des LRG nicht miteinander bei einem

Rangkorrelationskoeffizienten rs von 0.198.
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Abb. 10: Keine Korrelation zwischen Leukozytenzahl und LRG

Es lasst sich in der Graphik kein Anhalt fir einen linearen Zusammenhang zwischen der Héhe
der Leukozytenzahl und des Urin-LRG-Wertes erkennen.

Rechnerisch zeigte sich in der Spearman’s Rho Korrelation fir nicht normalverteilte Daten keine
Korrelation. (rs=0.198, p<0,05)

Abkirzungen: LRG (leucine-rich  3.1-S-a2-glycoprotein), fmol=femtomol, ng=nanogramm,

pl=mikroliter

Graphisch zeigten sich geringe Anzeichen fir einen linearen Zusammenhang
zwischen der Hohe des CRP im Serum und des LRG im Urin. Rechnerisch

korrelierten beide Parameter in der Spearman’s Rho Korrelation fir nicht
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normalverteilte Daten gering miteinander bei einem

Rangkorrelationskoeffizienten rs von 0.345 (Abb. 11).
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Abb. 11: Geringe Korrelation zwischen der Hohe von CRP und LRG

Das oben stehende Streudiagramm zeigt geringe Anzeichen fiir einen linearen Zusammenhang
zwischen der Hohe des CRP in mg/dl und der Hohe des LRG im Urin in fmol/200ng
Gesamtprotein. Rechnerisch zeigte sich in der Spearman’s Rho Korrelation eine geringe
Korrelation bei einem Rangkorrelationskoeffizienten rs von 0.345 (p<0,01).

Abklrzungen: LRG (leucine-rich  3.1-S-a2-glycoprotein), CRP=C-reaktives Protein,

fmol=femtomol, ng=nanogramm, mg=milligramm, di=deziliter
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3.4 Sensitivitat und Spezifitat von LRG im Urin, CRP im Serum bzw.
Leukozytenzahl bei Vorliegen einer akuten Appendizitis

In der Auswertung einer Receiver Operating Characteristics (ROC) Kurve (Abb.
12) mit der Zustandsvariable ,Vorliegen einer akuten Appendizitis“ (n=14) und
der Testvariable ,Hohe von LRG im Urin, CRP im Serum und Leukozytenzahl
im Blutbild“ zeigte sich, dass Sensitivitat und Spezifitat der Leukozytenzahl bei
92,9% und 75,5% liegen, bei einem Grenzwert von 10450 Leukozyten/ul. Die
Area under the curve (AUC) lag fir die Leukozytenzahl bei 0.862 und zeigte
damit, dass sie eine gute Diskriminierungsfahigkeit bei akuter Appendizitis
aufweist.

CRP im Serum zeigte bei einem Grenzwert von 1,35 mg/dl eine Sensitivitat von
71,4% und eine Spezifitat von 69,1% fur die akute Appendizitis. Die AUC fur
CRP betrug 0.689.

Eine LRG Erhohung hatte bei einem Grenzwert von 14,8 fmol/200ng Protein
eine Sensitivitdt von 78,6% und eine Spezfitdt von 61,7% bei akuter
Appendiztis. Die AUC betrug 0,583.

Bei der Gruppe der entzindlichen Erkrankungen akute Appendizitis,
Sigmadivertikulitis und Cholezystitis ergab sich fir LRG eine AUC von 0,697 bei
einer Sensitivitat von 76% und einer Spezifitat von 55,4% bei einem Grenzwert
von 26,11fmol/200ng Protein. Die AUC der Leukozytenzahl lag bei 0,801 und
die AUC der Serum CRP Konzentration bei 0,708 (Abb. 13).

Die Grenzwerte wurden jeweils mithilfe des Youden Index bestimmt.

Somit scheinen sowohl CRP im Serum, als auch LRG im Urin im Gegensatz zur
Leukozytenzahl nicht zur Diagnosesicherung einer akuten Appendizitis oder zur
Zuordnung zur Gruppe der entzindlichen Erkrankungen (akute Appendizitis,

Sigmadivertikulitis oder Cholezystitis) geeignet zu sein.
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Abb. 12: Receiver operating characteristics (ROC) Kurve zu Leukozytenzahl, CRP
im Serum und LRG im Urin bei Vorliegen einer akuten Appendizitis

Die Abbildung zeigt eine Receiver Operating Characteristics (ROC) Kurve fir das Vorliegen
einer akuten Appendizitis und den Testvariablen LRG im Urin in fmol/200ng Protein
(durchgezogene Linie), CRP in mg/dl im Serum (fein gestrichelte Linie) und Leukozytenzahl pro
pl im Blutbild (grob gestrichelte Linie). LRG war als Biomarker weder sensitiv noch spezifisch fiir
das Vorliegen einer akuten Appendizitis mit einer Area under the curve (AUC) von 0.573. Die
AUC der Leukozytenzahl lag bei 0,862, die AUC des Serum CRP bei 0,689.

Abkirzungen:  LRG=leucine-rich  3.1-S-a2-glycoprotein,  fmol=femtomol, = ng=nanogramm,

CRP=C-reaktives Protein, mg=milligramm, di=deziliter, pl=mikroliter
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Abb. 13 Receiver operating characteristics (ROC) Kurve zu Leukozytenzahl, CRP
im Serum und LRG im Urin bei Vorliegen einer akuten Appendizitis,
Sigmadivertikulitis oder Cholezystitis

Die Abbildung zeigt eine Receiver Operating Characteristics (ROC) Kurve fir das Vorliegen
einer akuten Appendizitis, Sigmadivertikulitis oder Cholezystitis und den Testvariablen LRG im
Urin in fmol/200ng Protein (durchgezogene Linie), CRP in mg/dl im Serum (fein gestrichelte
Linie) und Leukozytenzahl pro pl im Blutbild (grob gestrichelte Linie). Fir LRG ergab sich eine
AUC won 0,697 bei einer Sensitivitat von 76% und einer Spezifitat von 55,4% bei einem
Grenzwert wvon 26,11fmol/200ng Protein. Die AUC der Leukozytenzahl lag bei 0,801 und die
AUC der Serum CRP Konzentration bei 0,708.

Abkirzungen:  LRG=leucine-rich  3.1-S-a2-glycoprotein,  fmol=femtomol, = ng=nanogramm,

CRP=C-reaktives Protein, mg=milligramm, di=deziliter, pl=mikroliter

44



4. Diskussion

4.1 Eignet sich LRG im Urin als diagnostischer Biomarker bei akuter
Appendizitis?

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob die Bestimmung
von LRG im Urin erwachsener Probanden zur Sicherung der Diagnose einer
akuten Appendizitis beitragen kann.

Es =zeigte sich, dass LRG im Urin erwachsener Patienten bei akuter
Appendizitis nicht signifikant hdher war, als bei Patienten mit anderen Ursachen
abdomineller Schmerzen (T Test flir unabhangige Stichproben, p=0,202).
Erwartungsgemaly zeigte sich somit auch kein signifikanter Unterschied im
Vergleich der Hohe von LRG im Urin bei akuter Appendizitis mit einzelnen
anderen in dieser Studie beobachteten Krankheitsbildern. In der
Zusammenfassung der systemisch entzindlichen Erkrankungen akute
Appendizitis, Sigmadivertikulitis und Cholezystitis ist LRG im Urin jedoch im
Vergleich zu den sonstigen Diagnosen signifikant erhoht (T Test fir
unabhangige Stichproben, p=0,001).

In der Auswertung dieser Studie zeigte sich ein signifikant erhdhter CRP Wert
im Serum bei akuter Appendizitis im Vergleich zu allen anderen Diagnosen
(Mann Whitney U Test, p=0,020).

Interessant ist, dass die Hohe von LRG nur gering mit der Hohe des CRP
korreliert. Dies ist durch die gemeinsame physiologische Funktion der beiden
Proteine als Akute Phase Proteine Typ 1 so zunachst nicht zu erwarten
gewesen. In der Literaturrecherche zeigte sich jedoch, dass LRG bei einer
Vielzahl von Erkrankungen eine Bedeutung zu haben scheint, bei denen CRP
nicht als spezifischer Marker verwendet werden kann. So zeigte sich
beispielsweise in einer Studie von Fujimoto et al., dass LRG im Serum bei
Rheumatoider Arthritis besser als CRP im Serum zwischen einer aktiven und
nicht aktiven Form unterscheiden kann. In tierexperimentellen Versuchen zeigte
sich eine Korrelation von LRG im Serum mit der Krankheitsaktivitat,

wohingegen CRP im Serum niedrig war (Fujimoto et al. 2015).
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In einer Studie zur Analyse von LRG im Urin als Biomarker bei akuter
Appendizitis wurde 2012 von Kentsis et al. veroffentlicht, dass die ROC AUC
0,98 bei akuter Appendizitis im Kindesalter betragt. Die AUC fur CRP im Serum
lag in dieser Studie bei 0,76 (n=49) (Kentsis et al. 2012).

Fraglich blieb, ob diese Ergebnisse auf erwachsene Patienten Ubertragen
werden koénnen. Im Jahr 2017 wurde eine Studie verodffentlicht, die die
Bedeutung von LRG bei akuter Appendizitis im Erwachsenenenalter in
Blutuntersuchungen analysiert hat. 84 Patienten wurden in die Studie
eingeschlossen, davon hatten 40 Patienten eine akute Appendizitis. Es wurde
MRNA von LRG im Vollblut mittels qPCR und Plasma LRG mittels ELISA
untersucht. Beide waren bei akuter Appendizitis signifikant erhoht. Die
Kombination beider Werte mit dem Alvarado Score ergab eine AUC von 0,845.
Dies ist der alleinigen Anwendung des Alvarado Scores (AUC 0,805) jedoch nur
leicht Uberlegen (Rainer et al. 2017). Mittels ELISA gemessene Serum-LRG
Werte von Frauen mit Schmerzen im rechten Unterbauch zeigten in einer
Studie mit 160 Probandinnen keinen Benefit in der Diagnostik einer akuten
Appendizitis (Demirci et al. 2017).

Eine Untersuchung zur Bedeutung von LRG im Urin von Erwachsenen lag
bisher noch nicht vor. Fraglich bleibt aktuell weiterhin, welche
Untersuchungsmethode und -materialien Uberlegen sind.

Aktuell bleibt anhand der in dieser Studie vorliegenden Daten festzuhalten,
dass LRG im Urin kein geeigneter Biomarker zur Diagnosestellung einer akuten
Appendizitis im Erwachsenenalter zu sein scheint.

Vielmehr wurde durch diese Untersuchung die Bedeutung der Leukozytenzahl
als Biomarker bei akuter Appendizitis hervorgehoben. Die AUC lag bei 0,862
und zeigte damit, dass die Leukozytenzahl gut zwischen dem positiven oder
negativen Vorliegen einer akuten Appendiztis differenzieren kann und somit
eine Hilfestellung im klinischen Entscheidungsprozess fir oder gegen eine
Appendektomie ist.

Bei padiatrischen Patienten scheint die Leukozytenzahl ebenfalls der Messung
von LRG hinsichtlich der Spezifitat bei Appendizitis Uberlegen zu sein. Zwar ist
LRG in einer Studie von Kharbanda et al. in Blut und Urin von Kindern bei
akuter Appendizitis signifikant erhdht, jedoch sind die Sensitivitdt und Spezifitat
der Leukozytenzahl hoher als bei LRG (Kharbanda et al. 2012).

46



In der Zusammenschau der aktuellen Studienlage bleiben vor allem die
sorgfaltige Anamnese und Klinische Untersuchung durch einen erfahrenen
Viszeralchirurgen und die Bestimmung der Leukozytenzahl als Voraussetzung
zur Bestimmung des Alvarado Scores die wichtigsten diagnostischen Mittel.
Erganzend kann eine sonographische Untersuchung hilfreich sein, sie ist als
alleiniges diagnostisches Mittel jedoch unzureichend (Karimi et al. 2017). Auch
eine Computertomographie des Abdomens kann durchgefihrt werden, die
moglicherweise die Rate an negativen Appendektomien senken kann, jedoch
eine Strahlenbelastung fur die Patienten bedeutet und daher einer strengen
Indikationsstellung bedarf (Kaiser et al. 2002).

All diese diagnostischen Malnahmen dienen der Indikationsstellung zur
Appendektomie. Die Diagnose einer akuten Appendizitis wird bis auf Weiteres
erst intraoperativ zu sichern sein. Daher sollte es Inhalt weiterer Forschung
sein, die Diagnose praoperativ mit gro3tmaoglicher Sicherheit stellen zu kdnnen.
Ein spezfischer Biomarker ware fur die Patienten besonders schonend im

Vergleich zu strahlenbelastenden bildgebenden Verfahren.

4.2 Die Leukozytenzahl - ein bedeutsamer Biomarker bei akuter

Appendizitis

Unsere Studie konnte die Daten vieler weiterer Studien bezlglich der Relevanz
der Leukozytenzahl zur Diagnosestellung einer akuten Appendizitis bestatigen.
Es zeigte sich eine signifikant hdhere Leukozytenzahl bei Patienten mit akuter
Appendizitis im Vergleich zum restlichen Studienkollektiv (T Test fir
unabhangige Stichproben p<0,001). In der einfaktoriellen ANOVA und dem
Tukey post-hoc Test konnten signifikante Unterschiede der mittleren
Leukozytenzahl zwischen der akuten Appendizitis und den Gruppen
unspezifische Bauchschmerzen, Harnwegsinfekt, Gastritis, Gastroenteritis und
V.a. Malignom dargestellt werden.

Eine Differenzierung der Sigmadivertikulitis und der akuten Appendizitis ist
anhand der Leukozytenzahl nicht mdglich, da es sich bei diesen Erkrankungen
gleicherma’en um akute inflammatorische Prozesse des Darmtraktes mit

moglicher Peritonitis handelt.
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Die Auswertung der ROC Kurve konnte in dieser Studie fir die Leukozyten eine
besonders gute Diskriminierungsfahigkeit hinsichtlich des Vorliegens einer
akuten Appendizitis aufzeigen bei einer AUC von 0,862. Bei einem Grenzwert
von 10450/ul war die Sensitivitat mit 92,9% besonders hoch. Die Spezfitat lag
bei 75,5%.

Die Leukozytenzahl war bei Vorliegen einer akuten Appendizitis mit
Peritonitiszeichen in der histopathologischen Untersuchung etwas hoher (n=11,
Mittelwert: 15467/ul) als bei fehlenden Peritonitiszeichen (n=3, Mittelwert:
13467/ul).

Die Ergebnisse zu Sensitivitat und Spezifitat der Leukozytenzahl bei akuter
Appendizitis scheinen im Vergleich mit anderen Studien eher hoch zu liegen.
Die Sensitivitat wird in einer Studie von Sevinc et al. mit 71,2% und die
Spezfitat mit 67,2% bei einem oberen Grenzwert von 11900 Leukozyten/pl
angegeben. Die Leukozytenzahl war jedoch beim Vorliegen einer perforierten
Appendizitis im Vergleich zu einer unkomplizierten Appendizitis nicht signifikant
erhoht und scheint somit nicht zwischen den Schweregraden differenzieren zu
konnen (Seving et al. 2016). Eine andere Studie von Bealer et al. gibt die
Sensitivitat und Spezifitat der Leukozytenzahl als Biomarker bei akuter
Appendizitis mit 63% und 67% bei einem oberen Grenzwert von 10000
Leukozyten/ul an (Bealer und Colgin 2010).

Bei Kindern ist die Leukozytenzahl hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat der
aktuell beste bekannte Biomarker mit einer AUC von 0,82 (Kharbanda et al.
2012).

Somit ist die Leukozytenzahl bei Erwachsenen zwar bisher der sensitivste
Laborparameter fir die akute Appendiztis, die Spezifitat ist allerdings nicht
ausreichend hoch, um allein aufgrund der Leukozytenzahl

Therapieentscheidungen treffen zu kénnen.

4.3 Geringe Korrelation von LRG und CRP

Graphisch und rechnerisch zeigte sich in den in dieser Studie erhobenen Daten
nur eine geringe Korrelation von LRG im Urin und CRP im Serum
(Rangkorrelationskoeffizient rs 0.345, p<0,01).
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Beide Proteine gehdéren zur Gruppe der Akute Phase Proteine Typ 1 und
werden in der Leber produziert.

In einer Studie von Weivoda et al. zeigte sich bei 51 Patienten mit
nachgewiesener Arthritis, HIV Infektion oder Toxic Shock Syndrome (TSS)
keine Korrelation von CRP und LRG in Messungen im Serum. Daher wurde
vermutet, dass trotz Zugehdrigkeit beider Proteine zur Gruppe der Akute Phase
Proteine unterschiedliche pathophysiologische Mechanismen und Bedeutungen
vorliegen kénnten (Weivoda et al. 2008).

Diesbezuglich sollten sich zukunftige Studien mit weiteren Untersuchungen zur

pathophysiologischen Funktion von LRG anschlie3en.

4.4 Vergleich von Kinder- und Erwachsenenproben

Bei Kindern zeigte sich in einer Studie mit 49 Patienten, dass LRG im Urin eine
sehr hohe Sensitivitat und Spezifitat fir die akute Appendizitis hat. Die AUC der
ROC Kurve war 0,98. Der Schweregrad der Appendizitis korrelierte mit der
Hohe des LRG im Urin (Kentsis et al. 2012).

Wahrend sich in einer ELISA-basierten Untersuchung von LRG im Urin
Interferenzen  zeigten, konnten mittels Massenspekirometrie verlassliche
Ergebnisse erzielt werden (Kentsis et al. 2012).

Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde der Urin von Kindern (n=231) hinsichtlich
der Urinkonzentration von LRG bei akuter Appendizitis (n=65) untersucht. Die
Daten wurden im Rahmen einer weiteren Dissertation der Klinik ausgewertet. In
jener Arbeit =zeigte sich eine deutliche Uberlegenheit von LRG als
diagnostischem Parameter bei akuter Appendizitis gegenuber den
Laborparametern Leukozyten und CRP. Die AUC der ROC Kurve lag bei 0,803
fir LRG als Biomarker bei akuter Appendizitis. Die AUC fur CRP lag bei 0,766
und fur Leukozyten bei 0,724.

In der vorliegenden Studie zeigte sich im Gegensatz zu den Erkenntnissen der
oben genannten padiatrischen Studien von Kentsis et al. und der Auswertung
des eigenen padiatrischen Patientengutes der Klinik, dass LRG als Biomarker
im Urin erwachsener Probanden mit einer AUC von 0,583 weder sensitiv noch

spezifisch flr das Vorliegen einer akuten Appendizitis ist. AuRerdem zeigte sich
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kein Hinweis auf eine Korrelation zwischen der H6he von LRG im Urin und dem
histologischen Schweregrad der Appendizitis, wobei dies bei der geringen
Fallzahl von 14 Appendizitiden ein eingeschrankt verwertbares Ergebnis ist.
Auch bei padiatrischen Patienten wird routinemalig die Leukozytenzahl
bestimmt. Hier zeigt sich mit ansteigendem Alter eine deutliche Zunahme der
diagnostischen Bedeutung der Leukozytenzahl. In einer Studie von Bachur et
al. aus dem Jahr 2016 betrug die AUC fur die Leukozytenzahl bei akuter
Appendizitis bei Kindern unter 5 Jahren 0,69. Bei Kindern zwischen 12 und 18
Jahren war die diagnostische Aussagekraft der Leukozytenzahl mit einer AUC
von 0,83 deutlich hdher (Bachur et al. 2016). Somit ist die Evaluation neuerer
Biomarker insbesondere fur die Diagnostik der akuten Appendizitis bei jungeren
Kindern von Interesse.

Bei Kindern scheint LRG im Urin, erganzend zu weiterer klinischer und
laborchemischer Diagnostik, ein gut anwendbarer Biomarker mit ausreichender
Spezfitat und Sensitivitat fir die akute Appendizitis zu sein. Bei Erwachsenen
lasst sich diese Beobachtung anhand unserer Daten nicht bestatigen.

Auch die Studie von Kharbanda et al. zu LRG in Blutproben bei akuter
Appendizitis weist darauf hin, dass eine Erhdhung der LRG Konzentration bei
Erwachsenen zwar vorhanden ist, jedoch nicht im gleichen MalRe wie bei

Kindern beschrieben werden kann (Kharbanda et al. 2012).

4.5 Die klinische Bedeutung von LRG und Ausblick

Aus aktueller Sicht ist die klinische Nutzung von LRG im Urin bei Erwachsenen
bei akuter Appendizitis mangels hinreichender klinischer Signifikanz nicht
sinnvoll.

Fir die Verwendung von LRG im Urin bei Kindern gibt es Beobachtungen, die
auf einen maoglichen klinischen Nutzen schlieRen lassen (Kentsis et al. 2012).
Die Hohe von Serum-LRG bei akuter Appendizitis scheint bei Kindern ebenfalls
eine statistisch signifikante Bedeutung zu haben, wobei die Leukozytenzahl als
Biomarker weiterhin Uberlegen ist (Kharbanda et al. 2012).

Hier sollten weitere Studien zur klinischen Evaluation, gegebenenfalls in

Kombination mit Scoring-Systemen oder bildgebenden Verfahren durchgefihrt
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werden. Weitere Untersuchungen zur pathophysiologischen Bedeutung von
LRG und klinische Studien mit groRerem Stichprobenumfang sind erforderlich.
In der vorliegenden Studie wurde LRG im Urin bestimmt. Grundsatzlich ist die
Untersuchung eines Laborparameters Uber den Urin fir die Patienten
vorteilhaft. Dies gilt vor allem fir padiatrische Patienten. Die Gewinnung von
Urin erfolgt in der Regel nichtinvasiv und ist schmerzfrei. Auch im ambulanten
Bereich konnte eine Bestimmung dber den Urin von Nutzen sein. Die
laborchemische Untersuchung von LRG im Urin misste, um sie klinisch nutzbar
machen zu konnen, aus finanziellen und zeitichen Grinden mit anderen
Methoden als der hier verwendeten Massenspektirometrie erfolgen.

In neueren Studien wird Uber eine erfolgreiche Anwendung eines ELISA fur
LRG im Serum berichtet (Fujimoto et al. 2015; Shinzaki et al. 2017). Dies
konnte die Durchfuhrung klinischer Studien zur Bedeutung von LRG bei
malignen Erkrankungen erheblich vereinfachen und somit die klinische
Forschung hierzu weiter voranbringen.

Wie in der Einleitung beschrieben, zeigte sich LRG bei verschiedenen malignen
Erkrankungen, darunter dem Hepatozelluldrem Karzinom (HCC) und dem
Ovarialkarzinom deutlich erhoht (Chaerkady et al. 2008; Smith et al. 2014). In
experimentellen Studien hat sich gezeigt, dass LRG Cytochrom c inhibieren
kann und somit die Apoptose verhindern kann (Cummings et al. 2006; Codina
et al. 2010; Shirai et al. 2009). Intrazellulare Signale, wie zum Beispiel Schaden
der DNA, kénnen die Apoptose auslésen, indem Cytochrom c als wichtigster
Mediator der Apoptose aus Mitochondrien freigesetzt wird. Kommt es zu einer
Hemmung der Apoptose, kann dies zur Tumorbildung beitragen. Bei einigen
neurodegenerativen Erkrankungen kommt es zu einer Uubermafigen Apoptose
(Rassow et al. 2016).

Ein besseres Verstandnis der Signalkaskade zur Ausschuttung von LRG konnte
in Zukunft mdglicherweise sogar neue Ansatze in der Therapie maligner

Erkrankungen oder neurodegenerativer Erkrankungen erbringen.
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4.6 Limitationen der Studie und Methodenkritik

Zur Beurteilung der Daten ist es von grofder Bedeutung, ob die Patienten, die in
die Studie eingeschlossen wurden, reprasentativ hinsichtlich Alter, Geschlecht
und Diagnosenverteilung sind. So waren sie mit einem groReren
Patientenkollektiv vergleichbar und es kdnnten unter Umstanden Schlisse fir
die Allgemeinheit gezogen werden.

In einer prospektiven Studie aus Finnland, in die 639 Patienten aufgenommen
worden waren, die sich mit abdominellen Schmerzen in der Notfallambulanz
vorgestellt hatten, waren die Hauptursachen fur abdominelle Schmerzen
unspezifische abdominelle Schmerzen (33%), akute Appendizitis (23,3%) und
eine akute biliare Erkrankung (z.B. Cholezystitis) (8,8%) (Miettinen et al. 1996).
In unserer Studie waren die drei haufigsten Diagnosen der unspezifische
Bauchschmerz (32,1%), die Harnwegsinfektion (18,3%) und die akute
Appendizitis (13,8%). Mdglicherweise unterscheidet sich die Haufigkeit der
Diagnose Harnwegsinfektion dadurch, dass zwar grundsatzlich alle Patienten
mit Bauchschmerzen in die Studie aufgenommen werden durften, jedoch den
beteiligten Arzten und dem Pflegepersonal bewusst war, dass insbesondere die
Hohe des LRG bei akuter Appendizitis beurteilt werden sollte. Es ist denkbar,
dass dadurch mehr Patienten mit der Lokalisation von Schmerzen im
Unterbauch zur Studienteilnahme aufgeklart wurden. Der hohere Prozentanteil
der Patienten mit Harnwegsinfektion konnte so erklarbar sein. In der
vorliegenden Studie konnten keine Patienten mit lleus oder akuter Pankreatitis
eingeschlossen werden, so dass diese wichtigen Differentialdiagnosen eines
akuten Abdomens in der Auswertung nicht erfasst werden konnten. Auffallend
ist das hohe Durchschnittsalter von 40,6 Jahren in der Gruppe der Patienten mit
akuter Appendizitis. Laut Lehrbuch erkranken Manner am haufigsten im Alter
von 10-14 Jahren, Frauen im Alter von 15-19 Jahren (Allgéwer 2006). Die
Differenz ist zum Teil dadurch erklarbar, dass laut der Studienkriterien nur
Patienten Uber 18 Jahren in die Studie aufgenommen werden durften. Hier zeigt
sich dennoch, dass das Patientenkollektiv dieser Studie eine deutlich
abweichende Altersverteilung der Patienten mit akuter Appendizitis aufweist, als

die Allgemeinbevdlkerung.
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Den Probanden wurden Hand-outs vorgelegt, in denen weitere Angaben zur
Anamnese gemacht werden konnten (siehe Anhang). Diese wurden meist nicht
oder nur unvollstandig ausgeflillt, so dass diesbezlglich keine Auswertung
erfolgen konnte. Moglicherweise hatte hierbei ein besseres Design des Hand-
out Bogens die Compliance verbessern kdnnen, so dass weitere Aussagen
hinsichtlich Appendizitis Scores etc. hatten getroffen werden kénnen. Die
Patienten wurden im Verlauf angerufen, um zu ermitteln, ob sie in einem
anderen Krankenhaus an einer Appendizitis operiert worden sind. Hierbei
wurden nur 40 Patienten erreicht, die diese Frage alle mit nein beantworteten.
Es besteht eine verhaltnismalig niedrige Fallzahl sowohl an akuter Appendizitis
(n=14), aber auch des gesamten Studienkollektivs (n=109). Dies ist vor allem
durch die hohen Kosten der klinischen Beobachtungsstudie zu erklaren, da die
Proben mittels Massenspektrometrie ausgewertet werden mussten. Somit zeigt
sich kein signifikanter Unterschied im Mittelwert zwischen LRG im Urin bei
akuter Appendizitis und den sonstigen Diagnosen. Bei einer groéfReren
Studienpopulation ware hier womoglich eine statistische Signifikanz erreicht
worden.

Die klinische Signifikanz von LRG bliebe jedoch weiterhin fraglich, wenn eine
sehr grofde Studienpopulation bendtigt wirde, um einen statistisch signifikanten
Unterschied zu zeigen. Unsere Beobachtungen hinsichtlich der Leukozytenzahl
zeigen, dass die vorliegende Studie eine ausreichende Patientenzahl hatte, um
klinisch relevante Beobachtungen statistisch signifikant abbilden zu kénnen. Ein
klinisch bedeutsamer Laborparameter zur Diagnosestellung einer Erkrankung
sollte nach Moglichkeit, wie es sich etwa auch in unseren Daten und anderen
Studien (Bealer und Colgin 2010; Seving et al. 2016) bei der Leukozytose zeigt,
bereits bei geringer Fallzahl eine signifikante Differenz zeigen, um den klinisch
tatigen Arzt bei der Diagnosestellung und Indikationsstellung zu unterstitzen.
Dies ist bei LRG im Urin nicht gegeben, so dass dieser Parameter klinisch
keinen diagnostischen Mehrwert zur sicheren Differenzierung einer akuten
Appendizitis bei Erwachsenen im Vergleich zu anderen Differentialdiagnosen
bietet. Moglicherweise bietet die Bestimmung von LRG im Serum hier Vorteile
(Rainer et al. 2017).

Eine weitere Limitation des Laborparameters LRG und damit auch dieser Studie

besteht in der bislang noch sehr aufwendigen und Kkostenintensiven
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Bestimmung des Wertes durch Massenspektrometrie. Diese Methode musste
fur die Routineanalytik weiterentwickelt werden, um ein zigiges Ergebnis im
klinischen Alltag insbesondere in der Noffallsituation wie etwa bei akuter
Appendizitis zu bieten. Alternativ ware ein verbessertes Testverfahren wie etwa
der bereits angesprochene ELISA oder ein Schnelltest winschenswert, um
LRG als klinischen Routineparameter mit zigiger und O©konomischer
Bestimmung zu etablieren. Die Menge von LRG im Urin ist abhangig von der
Flissigkeitsaufnahme des Patienten, so dass eine Mengenangabe in Bezug auf
die Gesamtmenge an Protein im Urin erforderlich ist, wie es auch in der

vorliegenden Arbeit erfolgt ist.

4.7 Schlussfolgerung

In dieser Studie zeigt sich kein Anhalt dafir, dass LRG im Urin von
Erwachsenen die Diagnosesicherheit bei akuter Appendizitis bedeutend
verbessern kann.

Die LRG Menge im Urin ist zwar bei akuter Appendizitis im Vergleich zu
anderen Erkrankungen erhdht, dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht
signifikant. LRG ist weder sensitiv noch spezifisch fir das Vorliegen einer
akuten Appendizitis und ist somit fir den Arzt im klinischen Alltag hinsichtlich
dieser Fragestellung nicht von Bedeutung.

Die erhobenen Daten zeigen, wie auch schon aus anderen Publikationen
bekannt, dass es bei der akuten Appendizitis im Vergleich zu anderen
Diagnosen zu einer statistisch signifikanten Leukozytose kommt. Somit scheint
die Leukozytose weiterhin der aktuell wichtigste Laborparameter fur die
Diagnosestellung einer akuten Appendizitis zu sein. Zusammen mit dem
klinischen Bild und gegebenenfalls bildgebenden Verfahren obliegt es dem
klinisch tatigen Arzt die Verdachtsdiagnose einer akuten Appendizitis und somit
die Operationsindikation zu stellen.

Anders ist die Datenlage jedoch bei padiatrischen Patienten. LRG im Urin
konnte aufgrund seiner hoheren Sensitivitdat und Spezifitat fur die akute

Appendizitis im Kindesalter einen diagnostischen Stellenwert besitzen, auch
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weil die Leukozytose, insbesondere bei Kleinkindern, eine geringere Bedeutung
zu haben scheint (Bachur et al. 2016; Kentsis et al. 2012).

Sowohl fur erwachsene Patienten als auch fur padiatrische Patienten sind
weitere klinische Studien erforderlich, um die Bedeutung von LRG besser
einschatzen zu koénnen. Insbesondere ist auch in weiteren klinischen Studien
herauszuarbeiten, welche Bestimmungsmethode und welches Analysematerial
fir LRG am besten geeignet sind. Die Bestimmung sollte zeitsparender und
weniger  kostenintensiv  als die bisher in  Studien verwendete
Massenspektrometrie sein. Weitere Grundlagenforschung ist wichtig, um den
Pathomechanismus besser zu verstehen. Die Bedeutung von LRG fir die
Apoptose und damit die klinische Bedeutung bei malignen und
neurodegenerativen Erkrankungen sollte Ziel weiterer Forschung sein. Auch
stelit sich die Frage, ob CRP und LRG als Akute Phase Proteine
unterschiedlichen Pathomechanismen unterliegen, somit klinisch
unterschiedliche Bedeutung haben und dadurch auch unterschiedliche

Aussagekraft hinsichtlich verschiedener Erkrankungen haben kdnnten.
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6. Anhang

1. Handout fiir Patienten (4 Seiten)

Patientenaufkldrung zur Bestimmung von LRG1 im Urin, Blut und
Speichel

Liebe Patientin,
Lieber Patient,

Sie sind heute mit Bauchschmerzen zu uns gekommen. Bauchschmerzen kénnen auch durch
eine schwerwiegende Krankheit ausgeldst werden, die man operieren muss. Wir denken dabei
im Besonderen an eine Blinddarmentziindung. Um herauszufinden, ob dies bei lhnen der Fall
ist, untersuchen wir lhr Blut, Ihren Urin und mittels Ultraschall auch Ihren Bauch. Zusatzlich
mochten wireine Speichelprobevon lhnen auswerten.

EinenTeil der Probenvon Urinund Blut sowie die des Speichels mochten wir speziell auf eine
Substanzuntersuchen, die LRG1 genannt wird. Dasist ein Eiweil3, das bei einer
Blinddarmentziindung vermehrt vom Kérper produziert wird. Wir haben die Hoffnung, dass
uns die Bestimmungvon LRG1 in Zukunft die Entscheidung, ob wir operieren miissen oder
nicht, deutlich erleichtern kann.

Deshalb mochten wir Sie hiermitum Erlaubnis bitten, einen Teil Ihres Urins, lhres Blutes und
lhres Speichels auf diese Substanz hin zu untersuchen.

Uns interessiertauRerdem, wiees lhnenin einigen Wochen gehen wird und méchten Sie
deshalb gerne dannauch noch einmal anrufen und uns nach Thnen erkundigen.

Wir freuen uns Giber lhre Unterstiitzung!

Das hilftunssehr, in Zukunft Patienten besser behandeln zu kénnen, die mit Bauchschmerzen,
so wie Sie sieim Moment haben, zu uns kommen. Daflir bitten wir Sie, folgenden Fragebogen
auszufillen und uns lhr Einverstandnis zu lhrer Teilnahme an unserer Studie zu geben. Der
ausgefillte Fragebogen stellt dariiber hinaus fiir Inren behandelnden Arzt eine Hilfe bei der
Diagnosestellungund Planung des weiteren Vorgehens dar. Falls Sie noch Fragen haben, wird
Ilhr behandelnder Arzt diese gerne beantworten.
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Studie zur Bestimmung von LRG1 im Urin bei Patienten mit
Verdacht auf akute Appendizitis

Patienten-Einverstandniserklarung und Datenschutzrechtliche
Einwilligung

Ich bindamiteinverstanden, dass bei dieser Studie personenbezogene Daten, insbesondere
medizinische Befunde, erhoben und auf den Servern derKlinik fiir Allgemein-, Viszeral- und
Kinderchirurgie gespeichert und ausgewertet werden. Im Rahmen dieser Studiebinich
ebenfalls damiteinverstanden, dass die gewonnenen Urin-, Blut- und Speichelproben fiir
wissenschaftliche Untersuchungen verwendet werden. Ich bin dariberinformiertworden,
dass ichfreilibereine Teilnahme oder Verweigerung entscheiden kann, und dass die Qualitat
meinerBehandlung nicht von meiner Entscheidung beeinflusst wird.

Auch bin ich damit einverstanden, dass ein Beauftragter des Projektleiters zusammen mitdem
Arzt kontrolliert, ob die erfassten Daten und Priifbégen lGibereinstimmen.

Ich bin darliberaufgeklart worden, dassich meine Einwilligungin die Aufzeichnung,
Speicherungund Verwendung meiner Daten jederzeit widerrufen kann. Auf eigenen Wunsch
kannich ohne Nachteile fiir mich aus der Studie ausscheiden. In diesem Fall informiere ich
Herrn Dr. Kohl oder Frau Dr. Khochfar (Jasmin.Khochfar@med.uni-duesseldorf.de).

Bei einem Widerruf werden meine Daten unverziiglich gel6scht.

Ich erklare mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder Abbruch der
Studie 7 Jahre aufbewahrt werden. Danach werden meine personenbezogenen Daten
gelOscht, soweit dem nicht gesetzliche, satzungsgemaRe oder vertragliche
Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

Meine personlichen Daten wie Name, Vorname oder Geburtsdatum werden nicht
weitergegeben. Mit meiner Unterschrift erklare ich mich nurdamiteinverstanden, dass die
ansonsten erhobenen Krankendaten (z. B. Blut- und Ultraschalluntersuchungen, etc.) in
ausschlieBlich anonymisierter Form gegebenenfalls in wissenschaftlichen Veroffentlichungen
verwendet werden kdnnen.

Alle Belange der arztlichen Schweigepflicht und des Datenschutzes bleiben gewahrleistet,
das heiflt, sowohl die arztliche Schweigepflicht, als auch der Datenschutz werden dadurch
nicht verletzt und bleiben erhalten.

Ich bin durch Frau/Herrn UberdenAblaufder
Studie sowie die Behandlungsweise im obigen Sinne ausfihrlich aufgeklart worden und alle
meine Fragen konnten beantwortet werden.

ICH STIMME DER TEILNAHME AN DER STUDIE UNTER OBIGEN BEDINGUNGEN ZU.

Dusseldorf, den

Stempel derInstitution/Unterschrift Arzt

Dusseldorf, den

Unterschrift Patient

66




Befunderhebungsbogen bei
Bauchschmerzen:

Liebe Patientin, Lieber Patient, bitte beantworten Sie die grau unterlegten Fragen:

Telefonnummer:

Hausarzt:

1. Krankheitsverlauf:

» Sie haben Schmerzen seit:

unter 12 Stunden[] bis 24 Stundend bis 2 Tage[d bis 4 Tage[d bis 7 Tage[d (ber 7
Tagell

> Wie stark ist der Schmerz?: 0 = kein Schmerz, 10 = starkster vorstellbarer Schmerz
o-20 3-40 5-70 8-100

» Istder Schmerz gewandert?: Jad Nein O
» Leiden Sie unter Appetitlosigkeit?: Jad Nein O
» Haben Sie Ubelkeit/Erbrechen?: Jad Nein O
» Wann hatten Sie den letzten

Stuhlgang?:

» BeiFrauen:
Wann war die letzte Menstruation?
Wann war die letzte gyndkologische Untersuchung? Gab es damals Probleme?:

3. Vorerkrankungen: Leiden Sie unter anderen Erkrankungen?

(z.B. Diabetes =Zuckerkrankheit, Schilddriisenerkrankungen, Herzerkrankungen,
Bluthochdruck)

4. Medikamente:
Nehmen Sie taglich Medikamente ein?
Wenn ja, welche und wie viele Tabletten von jedem Medikament?
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5. Befund:
» Wo genau ist der groRte Schmerz? (rechts, links, oben, unten, vorne, hinten,
seitlich...):

Nur durch das medizinische Personal
auszufiillen:

1. Messungen:
» Temperatur: <37,3°C 0 bis 38.5°C [0 (iber 38,5°C [

> Blutdruck: / mmHg

> Puls: /min

2. Sonographie:

Durchfuhrender:  OA [0 Facharzt O Assistenzarzt (1

» Darstellbarkeit des Appendix: JaOd Nein O
= wenn ja: Durchmesser: <6mm0Qd >6mm O
= Kompressibilitat: JaOd Nein O
= Aufgehobene Wandschichtung Jad Nein O

Weitere Auffalligkeiten im Sono-Befund (Gallenblase, freie Flissigkeit, Nieren etc.):

3. Labor:
> Leukozyten;  <10.000/ul 0 = 10.000/pl O
» CRP <0.5mg /dI L0  20,5mg/dl O
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2. Heavy Peptides

Tabelle 5: Heavy Peptides

Kollisions- | Retentions-| Retentions-

Peptidion | Fragmention | energie zeit Start zeit Ende iSRM lon

(m/2) (m/2) [eV] (min) (min) Typ Sequenz Protein Type | Label
454,786384 | 723,485451 16,4 32,35 33,85 0 [ GQTLLAVAK sp|P02750|A2GL_HUMAN | y7 heawy
454,786384 | 622,437772 16,4 32,35 33,85 0| caTLLAVAK | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y6 | heaw
454,786384 | 509,353708 16,4 32,35 33,85 0 [ GQTLLAVAK sp|P02750|A2GL_HUMAN | y5 heawy
454,786384 | 396,269644 16,4 32,35 33,85 1| GQTLLAVAK | sp|P02750|A2GL_HUMAN [ y4 | heawy
454,786384 | 325,23253 16,4 32,35 33,85 1| GQTLLAVAK sp|P02750|A2GL_HUMAN | y3 heawy
450,779285 | 715,471252 16,4 32,35 33,85 0 [ GQTLLAVAK sp|P02750|A2GL_HUMAN | y7 light
450,779285| 614,423573 16,4 32,35 33,85 0| GQTLLAVAK sp|P02750|A2GL_HUMAN | y6 light
450,779285 | 501,339509 16,4 32,35 33,85 0 [ GQTLLAVAK sp|P02750|A2GL_HUMAN | y5 light
450,779285 | 388,255445 16,4 32,35 33,85 1| GQTLLAVAK | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y4 | light
450,779285 | 317,218332 16,4 32,35 33,85 1| GQTLLAVAK sp|P02750|A2GL_HUMAN | y3 light
500,284118 | 829,455431 17,8 33,65 35,15 0| VAAGAFQGLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y8 heawy
500,284118 [ 758,418318 17,8 33,65 35,15 0| VAAGAFQGLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y7 heawy
500,284118 630,35974 17,8 33,65 35,15 1 [ VAAGAFQGLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y5 heawy
500,284118 | 483,291326 17,8 33,65 35,15 1| VAAGAFQGLR [ sp|P02750|A2GL_HUMAN | y4 heawy
500,284118 | 415,231354 17,8 33,65 35,15 0| VAAGAFQGLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y8 heawy
495,279983 | 819,447162 17,8 33,65 35,15 0| VAAGAFQGLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y8 light
495,279983 | 748,410049 17,8 33,65 35,15 0| VAAGAFQGLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y7 light
495,279983 | 620,351471 17,8 33,65 35,15 1 [ VAAGAFQGLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y5 light
495,279983 | 473,283057 17,8 33,65 35,15 1| VAAGAFQGLR [ sp|P02750|A2GL_HUMAN | y4 light
495,279983 | 410,227219 17,8 33,65 35,15 0| VAAGAFQGLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y8 light
595,344372 | 848,486397 20,6 43,85 45,35 1| DLLLPQPDIR | sp|P02750/A2GL_HUMAN [y7 | heawy
595,344372 | 735,402333 20,6 43,85 45,35 0| DLLLPQPDLR sp|P02750|A2GL_HUMAN | y6 heawy
595,344372 | 368,204805 20,6 43,85 45,35 0| DLLLPQPDLR sp|P02750|A2GL_HUMAN | y6 heawy
595,344372 | 342,202347 20,6 43,85 45,35 0| DLLLPQPDLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | b3 | heawy
595,344372 | 455,286411 20,6 43,85 45,35 1| DLLLPQPDLR sp|P02750|A2GL_HUMAN | b4 heawy
590,340238 | 838,478128 20,6 43,85 45,35 1| DLLLPQPDLR [ sp|P02750|A2GL_HUMAN | y7 light
590,340238 | 725,394064 20,6 43,85 45,35 0| DLLLPQPDLR sp|P02750|A2GL_HUMAN | y6 light
590,340238 [ 363,20067 20,6 43,85 45,35 0| DLLLPQPDLR | sp|P02750|A2GL_HUMAN | y6 light
590,340238 | 342,202347 20,6 43,85 45,35 0| DLLLPQPDLR sp|P02750|A2GL_HUMAN | b3 light
590,340238 | 455,286411 20,6 43,85 45,35 1| DLLLPQPDLR sp|P02750|A2GL_HUMAN | b4 light

69




3. Studiendaten

Tabelle 6: Rohdaten

Erlauterung der Diagnosegruppen:

0:sonstige Bauchschmerzen, 1:akute Appendizitis, 2:Harnw egsinfektion, 3:Cholezystitis/symptomatische

Cholezystolithiasis, 4:Sigmadivertikulitis, 5:gynakologische Erkrankung, 6:Nierenkolik, 7:Gastritis, 8:Gastroenteritis,

9:V.a. Malignom
Pseudo- Diagnose- Diagnose Leukozyten CRP im [ LRG im Urin
nymisierte gruppe im Blutbild | Serum (fmol/200ng
Nr. (s.o0.) (ul) (mg/dl) Protein)
1 3 akute Cholezystitis 9900 3,6 487,41
2 0 sonstige Bauchschmerzen 12300 0,5 17,15
3 1 akute Appendizitis 18000 8,9 277,08
4 7 V.a.Gastritis, Reizdarmsyndrom 8000 <0,3 43,56
5 0 sonstige Bauchschmerzen 14400 0,4 13,74
6 0 sonstige Bauchschmerzen 7600 1,4 25,35
7 7 V.a. Gastritis 5900 <0,3 4,15
8 9 akute Harnw egsinfektion, eitrige 14200 9.9 9.14
Tonsillitis
10 2 akute Harnw egsinfektion 10000 0,6 62,74
11 6 Nierenkolik 9400 <0,3 4,16
12 0 sonstige Bauchschmerzen, 9600 08 71,62
muskuloskelettale Schmerzen
13 7 V.a. Gastritis 10100 0,3 44,31
15 4 V.a. Sigmadivertikulitis 15700 <0,3 73,04
16 8 V.a. Gastroenteritis 10200 <0,3 52,97
17 5 rupturierte Follikelzyste 8800 0,4 46,02
18 2 Harnw egsinfektion, Koprostase 6500 1,4 106,53
19 1 ulcero- phlegmondse Appendizitis 11400 <0,3 5,32
25 0 sonstige Bauchschmerzen 5900 0,6 52,39
26 8 V.a. Gastroenteritis 14900 2,2 44,08
o7 1 schwere ulcero- phlegmondse 11200 18 15.91
Appendizitis
28 8 V.a. Gastroenteritis 8100 <0,3 1,40
29 2 V.a. Harnw egsinfektion 7200 3,2 32,49
30 8 V.a. Gastroenteritis 16300 4,6 133,70
31 9 V.a. Sigmakarzinom 4600 0,8 270,28
32 1 akute Appendizitis 18400 0,3 214,15
33 0 sonstige Bauchschmerzen 8500 0,8 9,68
34 3 chron. Cholezystitis 10600 0,6 42,75
35 6 V.a. Nierenkolik, reaktive Nephritis 12700 <0,3 61,96
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36 8 V.a. Gastroenteritis 6000 / 3,39
37 5 Symptomatische Ovarialzyste links 9900 <0,3 6,56
38 sonstige Bauchschmerzen 6600 1,5 233,71
39 0 sonstige Bauchschmerzen 7300 <03 8.92
(symptomatische Nabelhernie)
40 2 Harnw egsinfektion 8100 1,3 7,40
41 3 Cholezystolithiasis 8700 0,8 8,55
42 8 V.a. Gastroenteritis 5100 5,2 10,64
43 0 sonstige Bauchschmerzen 5600 0,9 25,20
44 2 Harnw egsinfektion 9800 0,8 9,84
45 2 Harnw egsinfektion 13100 2,2 2,00
47 3 V.a. Cholezystitis 9300 <0,3 29,31
48 8 V.a. Gastroenteritis 9700 <0,3 6,56
49 2 Harnw egsinfektion 6100 1,1 58,29
51 9 Pleuramesotheliom, Leukamie 3400 21,4 5,33
52 4 V.a. Sigmadivertikulitis 10400 12,6 533,84
54 9 diffus  hepatisch metastasiertes 9500 5.2 82,62
Colon Karzinom
55 0 sonstige Bauchschmerzen 10400 <0,3 76,92
56 9 Harnw egsinfektion, V.a. 9100 18 16,57
Pyelonephritis
57 2 Harnw egsinfektion 16700 7,2 72,58
58 1 akute Appendizitis 9600 55 31,02
60 2 Harnw egsinfektion 6300 <0,3 10,85
61 0 sonstige Bauchschmerzen 7800 <0,3 70,19
65 9 Harnw egsinfektion, beginnende 10000 15 1.41
Pyelonephritis
71 2 Harnw egsinfektion 11800 <0,3 7,37
72 0 sonstige Bauchschmerzen 5700 21 131,92
74 0 sonstige Bauchschmerzen 7200 0,4 1,75
75 1 akute Appendizitis 15000 1,4 168,56
76 0 sonstige Bauchschmerzen 12100 0,6 9,77
77 0 sonstige Bauchschmerzen 6100 <0,3 1,39
78 2 Harnw egsinfektion 8200 <0,3 2,36
79 0 sonstige Bauchschmerzen 7400 3,3 5,51
80 2 Harnw egsinfektion 6100 0,7 2,61
81 5 V.a. Aminkolpitis 14300 7,6 144,47
82 0 sonstige Bauchschmerzen 6400 41 3,94
84 0 sonstige.z Bauchﬂschmerzen, V.a. 5500 <03 7.02
Somatisierungsstérung
86 0 sonstige Bauchschmerzen 6500 <0,3 2,38
87 0 sonstige Bauchschmerzen 8700 <0,3 24,45
89 6 Nierenkolik 10300 0,3 40,92
92 1 akute Appendizitis 14300 2,3 33,93
93 3 Akute Cholezystitis 10400 1 52,98
95 7 Gastritis 8000 3,2 71,46
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97 1 akute Appendizitis 11000 15,9 426,22
98 4 Sigmadivertikulitis 16900 9 159,82
99 sonstige Bauchschmerzen 8600 <0,3 41,78
100 0 sonstige Bauchschmerzen, 21800 03 415
Koprostase, Z.n. Appendix Carcinom
103 0 sonstige Bauchschmerzen, 6800 <03 56,56
inkarzerierte Hernia inguinalis
106 0 sonstige Bauchschmerzen 15300 <0,3 31,54
107 3 Cholezystolithiasis 3800 0,4 101,73
108 2 Harnw egsinfektion, Obstipation 12200 <0,3 3,73
109 0 sonstige Bauchschmerzen 9900 9,5 383,21
110 1 akute Appendizitis, V.a. 24300 131 22,33
Rektumkarzinom
111 0 sonstige Bauchschmerzen 8400 0,3 11,41
113 0 sonstige Bauchschmerzen 9500 0,4 7,84
115 0 sonstige Bauchschmerzen, 13500 <03 12,98
Koprostase
117 4 Perforierte Sigmadivertikulitis 17500 25,6 353,77
119 2 Harnw egsinfektion 6700 <0,3 6,19
120 0 sonstige Bauchschmerzen 8300 <0,3 10,25
122 1 akute Appendizitis 14900 6,3 306,82
123 0 sonstige Bauchschmerzen 7700 57 181,54
124 0 sonstige Bauchschmerzen 7400 0,8 23,68
125 8 V.a. Gastroenteritis 12200 4 33,14
126 7 Antrumgastritis 6600 <0,3 5,01
128 7 Gastritis 5800 <0,3 0,46
129 0 sonstige Bauchschmerzen, Subileus | 5200 <0,3 64,95
130 6 V.a. Nierenkolik, Obstipation 10300 0,1 58,52
131 1 akute Appendizitis 17900 0,1 10,36
132 7 Gastritis 9400 0,2 22,94
135 8 V.a. Gastroenteritis 6500 0,4 21,53
137 0 sonstige Bauchschmerzen 10300 0,4 104,90
138 1 akute Appendizitis 11000 0,5 2,38
140 2 Harnw egsinfektion 3400 0,2 150,75
141 3 symptomatische Cholezystolithiasis 10900 18,1 275,88
142 2 Harnw egsinfektion 6800 1,3 54,73
143 1 akute Appendizitis 10500 3,2 37,62
144 0 sonstige Bauchschmerzen, leitis 8100 <01 24.35
terminalis (M.Crohn)
146 0 sngstige . B?uchschnerzen, V.a. 11500 15 326,41
lleitis terminalis
148 8 Gastroenteritis 6400 7,9 44,22
150 1 akute Appendizitis 20400 1,8 26,89
151 2 Harnw egsinfektion 22200 0,8 22,16
152 6 Nierenkolik 10100 <0,1 24,82
155 0 sonstige Bauchschmerzen 4700 <0,1 68,56
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