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1) Einfiihrung: Worauf kommt es bei Sepsis an?

2) Sepsis-Diagnostik: Kiinstliche Intelligenz & SeptiCyte LAB?

3) Theragnostische Biomarker der Zukunft:
— Thromboelastometrischer Lyseindex (LI)
— Human Leukocyte Antigen (HLA)-DR
— (Mid-regional pro)adrenomedullin ((MR-pro)ADM)

4) Infektionsdiagnostik 2.0: NGS-basierte Diagnostik bei Sepsis!

5) Zusammenfassung: Was soll hangenbleiben?




Sepsis — Ein (globales) Problem!

DRG-codierte Falle 2015: 320.198 (2010: 229.214)
- Implizite Falle: 1.166.061

Fleischmann-Struzek C et al., Intensive Care Med (2018)

Steigende Inzidenz von +4-8% jahrlich

Fleischmann C et al., Dtsch Arztebl Int (2016)

10 - 45% Sterblichkeit je nach Schweregrad

Fleischmann-Struzek C et al., Intensive Care Med (2018)

Behandlungskosten: $2.595 — $3.068 / Tag
9 $8571 _ $81100 Fa“kOSten Fernando SM et al., Crit Care (2018)

Paoli CJ et al., Crit Care Med (2018)
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Worauf kommt es bei der Sepsis an?

~Sg -

Antiinfektive Ther!,e 7/

%)

Rhodes A. Crit Care Med 2017; 45: 486-552.



Sepsis-Diagnostik: Klinstliche Intelligenz hilft!

Deep Learning Microarray-basierte Datensatze aus GEO- bzw. ArrayExpress-Datenbanken
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Schaack D, Brenner Th. Crit Care 2019 (Under Review).



SepS|s Diagnostik: Klinstliche Intelligenz hilft!
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Sepsis-Diagnostik mittels Sept|Cyte LAB (RT-qPCR)

Studiendesign:

= 2 inkludierte Kohorten (insg. n=447 Patienten):

1. VENUS-Trial (n=249 / 7 Zentren in den
USA)

2. MARS (Molecular Diagnosis and Risk

Stratification of Sepsis)-Trial (=198 / NL)

= Vollblut-Genexpression von 4 Genen:
CEACAM4, LAMP1, PLACS, PLA2G7

= Evaluation der Performance des SeptiCyte LAB
fir die Abgrenzung nicht-infektioses SIRS wvs.
Sepsis durch Vgl. mit retrospektivem Experten-
Panel bestehend aus 3 Experten
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Immunexpress

Miller RR. Am J Respir Crit Care Med 2018; 198: 903-13.
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NGS: Immunologische Heterogenitat bei Sepsis!

Studiendesign:

= Zweistufige, retrospektive bioinformatische Analyse von

Transkriptom-Datensatzen von Patienten mit bakt. Sepsis:
1. ,,Discovery”: 14 Datensatze (8 Lander; n=700)

2. ,Validation”: 9 Datensatze (5 Lander; n=600)

PCoA axis 2

Ergebnisse:
= |dentifizierung von drei funktionellen Subtypen: Eéfﬁﬁ:::c

»Iinflammopathic”, ,Adaptive” &},,Coagulopathic”
PCoA axis 1

,Immunologisch-molekulare Heterogenitdt bedingt die Notwendigkeit fiir

personalisierte Therapieansditze” — Theragnostische Biomarker der Zukunft?!

Sweeney TE. Crit Care Med 2018; 46: 915-25.
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Septische Koagulopathie - Pathophysiologie

Path Disseminierte Fibrinablagerungen mit Ischimie &
athogen- (mikro-) vaskuldren Thrombosen
Clearance A MOV
f \

Intravaskulare

> Lysis Shut Down e
I Flbrlnlilldung Verbrauch von

" \ Gerinnungsfaktoren &
Inhibition
Inh|b|t|on der TF- Thrombozyten
Fibrinolyse antikogulatorischer Expression
Mechanismen )

Proinflammatorische
Z toklne
Blutungsrisiko!

Vaskulare Endothelzellen UK)

HD

Levi M et al., Cardiovascular Research 2003; 60: 26-39.



Lysis Shut Down in der humanen Sepsis

Studiendesign:

= Septischer Schock (n=30) — Sepsis-Onset, 24h, 4d, 7d, 14d & 28d spater
= Postoperative Kontrollen (n=30) — pra-OP, direkt post-OP & 24h spater
= Gesunde Probanden (n=30) — einmalige Probengewinnung

= Rotationsthrombelastometrie & Inflammation (IL-6, TNF-alpha, PCT, CRP)

ROTEM® delta

LI30min  LI45min  LI60min

===*= CRP_S/TO vs. P/T2
= =PCT_S/TO vs. PIT2
=LI45_S/T0 vs. PIT2
— Reference line

Sensitivity

ool |1 LI45: AUC 0.811
PCT: AUC 0.810

= Der Lyseindex (Ll) ist ein POC-fihiger Sepsis-Biomarker! "o @ & & &b

1 - Specifity

Ergebnisse:

HD

UK
Brenner Th et al., Acta Anaesthesiol Scand 2012; 56: 1277-90.



Lysis Shut Down bei humaner Seps

Studiendesign:

= Klinisch, prospektive Observationsstudie
= Sept. Schock (n=30), operative Kontrollen
(n=30) & gesunde Probanden (n=30)
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Schmitt F et al., Ann Intensive Care 2019; 9: 19.



Hyper- vs. Hypokoagulabilitat bei Sepsis

Studiendesign:

= Klinisch, prospektive Observationsstudie ROTEM® delta
= Sept. Schock (n=30), operative Kontrollen
(n=30) & gesunde Probanden (n=30)

Ergebnisse:

= Initiale Hyperkoagulabilitat (J DIC)
— Verbrauch von Faktoren & Thrombozyten @

— Sek. Hypokoagulabilitdt (Overt DIC)
Antikoagulation mittels
—> Prognoseii

\ Y ) viskoelastischem POCT?

STOP den Teufelskreis — Antikoagulation bei Sepsis?

Steuerung der

UK
HD
Schmitt F et al., Ann Intensive Care 2019; 9: 19.



NGS: Immunologische Heterogenitat bei Sepsis!

Studiendesign:

= Zweistufige, retrospektive bioinformatische Analyse von

Transkriptom-Datensatzen von Patienten mit bakt. Sepsis:
1. ,,Discovery”: 14 Datensatze (8 Lander; n=700)

2. ,Validation”: 9 Datensatze (5 Lander; n=600)

PCoA axis 2

Ergebnisse:
= |dentifizierung von drei funktionellen Subtypen: Eéfﬁﬁ:::c

I,,Inflammopathic”, ,,Adaptive”l&,,Coagulopathic’ E——
OA axIs

,Immunologisch-molekulare Heterogenitdit bei Sepsis bedingt die

’//

Notwendigkeit fiir (POC-basierte) personalisierte Therapieansditze

Sweeney TE. Crit Care Med 2018; 46: 915-25.
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Prognostische Wertigkeit von HLA-DR

Untersuchung der pradiktiven Wertigkeit an Tag 3-4 fur Sterblichkeit

Sensitivity

1

0,5 ]

100 — mHLA-DR >30 %
1 e
— L
B"‘;’, 80 log rank test, p=0.0006
5 60
5 mHLA-DR<30 %
= (n=37)
S 40 —
o
HLA-DRys 0,72 20
i HLA-DR,, 0,76
| SAPSII: 0,76
T 1 1 I 1 T T
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1-Specificity Time from onset of shock (days)

Monneret G et al., Intensive Care Med 2006; 32: 1175-83.
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Prognostische Wertigkeit von HLA-DR /;

| / 1wvT™M
Wissenschaftlicher Hintergrund: Ergebnis: Accelix

= Human Leucocyte Antigen (HLA) — DR = HLA-DR stratifiziert nach Verlaufsschwere!

= Surrogat fiir Monozyten(dys-)funktion .

= Ass. mit (Sekundar-)infektion & Prognose

25

20

Studiendesign:

= Klinisch, prospektive Observationsstudie
mit ITS-Patienten (n=135)

= Einmalige Bestimmung des HLA-DR-Status
bei ITS-Aufnahme mittels POC-fahigem FACS

Zeit unter antibiotischer Therapie [Tage]
o

< > < >
2,000 5,000

GM-CSF-Appl. via HLA-DR-Steueru ng HLA-DR-Schwellenwerte UK)

(ClinicalTrials.gov: NCT00252915 / NCT02361528) HD
Tamulyte S, Brenner Th. Front Immunol 2019; 10: 432.



HLA-DR-basierte Therapiesteuerung

GM-CSF (n=19) vs. Placebo (n=19)

Monozytares HLA-DR

3 10F o

0107 -

monocytic HLA-DR {mAbJcell)
g

[=]

study day

... the first controlled biomarker-guided immunostimulatory trial in sepsis.”

UK
HD
(ClinicalTrials.gov: NCT00252915) Meisel et al, Am J Respir Crit Care Med 2009; 180: 640-8.




HLA-DR-basierte Therapiesteuerung

GM-CSF to Decrease ICU Acquired Infections (GRID)

Study Type :
Actual Enrollment :
Allocation:
Intervention Model:
Masking:

Primary Purpose:
Official Title:

Study Start Date :
Actual Primary Completion Date :
Actual Study Completion Date :

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02361528

Interventional (Clinical Trial)
Recruitment Status : Completed
First Posted : February 11, 2015
Last Update Posted : September 18, 2018

166 participants
Randomized
Parallel Assignment
Quadruple (Participant, Care Provider, Investigator, Outcomes Assessor)
Treatment

A Double-Blind, Randomized, Placebo-controlled Multicenter Trial of
GRanulocyte-Macrophage Colony-stimulating Factor Administration to
Decrease ICU Acquired Infections in Sepsis-induced ImmunoDepression
September 2015

June 2018

June 2018

(ClinicalTrials.gov: NCT02361528)

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02361528.

UK
HD



Mid-regionales proadrenomedullin (MR-proADM)

Pre-pro-ADM  signal  [NEANIEIN MR-proADM

Pro-ADM

Circulating —

l Signal Peptidase
BN veeoow Adeomedulin [ ClproaoM |
l Prohormone Convertase l 1
— ) e l
N '
i C-terminal alpha-amidating enzyme
= »bio-ADM*
MR-proADM reflects Detection of amidated
activation of the ADM ADM (bio-ADM) reflects
system the actual bioactivity

35
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Diagnostische Wertigkeit von MR-proADM & PCT

Giordano Dicuonzo

in sepsis diagnosis

Procalcitonin and mid-regional
pro-adrenomedullin test combination — Gesund (n=30), SIRS (n=90), Sepsis (n=200)

o o
Silvia Angeletti*, Fabrizio Battistoni, Marta Fioravanti, Sergio Bernardini and Stu d |ende5|gn :

— Prospektive Observationsstudie

— PCT & MR-proADM — Sepsisdiagnose

Patients nooke oro An;: oro ADM+":§1'_ ROC curve of PCT (thick line) and ADM
(thin line) in the 200 sepsis patients
All sepsis 200 0.950 0.980 0.998 and 120 controls
Tepsis B4 0520  0.852 0.975
Severe sepsis 116 0.928  0.982 0.998 100 N
Gram-negative sepsis 95 0.987 0.955 0.999 -
Gram-negative fermenters 80 0.985 0.947 0.999 80 I
Gram-negative non- 12 0.687 0.517 0.960 N
fermenters -
Gram-positive sepsis 57 0.725 0.803 0.957 = 60 :
S. aureus sepsis 23 0.543 0.577 0.895 = L
CoNS sepsis 23 0.604  0.757 0.960 =z -
I Yeast sepsis 14 0.665 0.928 0.995 mS 40 :
olymicrobial sepsis 35 0.885 0.942 0.997 L
Table 6 Post-test probability analysis results - - - 20 H
the diagnostic value derived from the combind CONClusions: In conclusion, data from this study demon- -
and MR-proADM testing in the 200 sepsis patif strates that the combined use of PCT and MR-proADM, 1 A
stratification in sepsis or severe sepsis, Gram [V = S T B I B |
Gram-positive sepsis, yeast sepsis and polym§ may substantially improve the early diagnosis of sepsis. 0 20 40 60 80 100
MR-proADM, mid-regional pro-adrenomedulli I
] 100-Specificity

Angeletti S et al., Clin Chem Lab Med 2013; 51: 1059-67.

UK
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Diagnostische Wertigkeit von MR-proADM & PCT

Silvia Angeletti*, Fabrizio Battistoni, Marta Fioravanti, Sergio Bernardini and
Giordano Dicuonzo

Procalcitonin and mid-regional

pro-adrenomedullin test combination
in sepsis diagnosis

Studiendesign:

— Prospektive Observationsstudie
— Gesund (n=30), SIRS (n=90), Sepsis (n=200)

ROC curve of PCT (thick line) and ADM
(thin line) in the 95 Gram-negative sepsis
and 120 controls

ROC curve of PCT (thick line) and ADM
(thin line) in the 57 Gram-positive
sepsis and 120 controls

— PCT & MR-proADM — Sepsisdiagnose

100

ROC curve of PCT (thick line) and ADM
(thin line) in the 14 yeast sepsis
and 120 controls

PRI R R A | 0

100

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
100-Specificity 100-Specificity

100-Specificity

ROC curve of PCT (thick line) and ADM
(thin line) in the 35 polymicrobial sepsis
and 120 controls

s MR-proADM!

3 40

PENFE IR R | IR B |

0 20 40 60 80 100

100-Specificity

Angeletti S et al., Clin Chem Lab Med 2013; 51: 1059-67.

UK
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Diagnostische Wertigkeit von MR-proADM

Liver transplantation —){ Culture based standard diagnostics |

Hintergrund: =
= |I'TX-Patienten — Hohes Risiko fir No fungal isolates |,
opportunist. Infektionen (einschl. IFD)! FZB:)

n=23 (24.8%) Candida Blood stream infection
Studiendesign:
= Klinisch, prospektive Observationsstudie bei —’lm —
LTX-Patienten (n=93) *“’pg”(fp)m
= 6 Zeitpunkte binnen 28 Tagen n. LTX —
= Kultur- vs. NGS-basierte Erregerdiagnostik s o B " _
= Biomarkerpanel (IL-2, -4, -6, -10, -17A, BDG, = ey
GM, IFN-y, TNF-a & MR-proADM) ol o

UK
HD

Decker S et al., Langenbecks Arch Surg 2019; doi: 10.1007/s00423-019-01769-y. [Epub ahead of print]



Diagnostische Wertigkeit von MR-proADM

* % % kkk  kkk %k % *
——

6001 = T 0y —+— |
ol T T =
o) =g
& 1504 5 &
5125- g T3
Enoo- I 'l' é é é % [T
2 g 55;
50 =
. T T % |
T° " T.mlso.ms W e oM T ™ m™ “ MR-proADM
EdqiFo DKoIonisation DKein Pilznachweis PO 5 TO: AUC 0.776
.« oz T3: AUC 0.895
Ergebnisse: T4: AUC 0.893
= BDG besitzt nur geringe diagn. Wertigkeit fir den IFD-Nachweis! *% & & & & @
1 - Specificity

= MR-proADM ist geeignet, um eine IFD bei LTX-Patienten zu detektieren!

UK
HD
Decker S et al., Langenbecks Arch Surg 2019; doi: 10.1007/s00423-019-01769-y. [Epub ahead of print]



Diagnostische Wertigkeit von MR-proADM

Studiendesign:

= Zellkultur — Infektion von vulvovaginalem Epithel mit Candida spp.
B

400 2 Control 0'

L3
R 5%% . @ C. albicans 60' m C. dubliniensis 60" E rge b n I SS e :

o C. albicans 180' © C. dubliniensis 180"

(jLU':IﬂO E‘ i . o o .

§ e E ol i = RNAseq. identifiziert
oEe 8 ADM als ein sehr frithes
EGR? & 200
ae g el Zielgen, dass nach einer
GPX3 g [not differentially regulated] . . .
Gomor 8 100 epithelialen Infektion

. j M ow . . w mit Candida spp.

8388 R\ PR NN ® & S & < ) H H
ceEt R SRS AR P ) hochreguliert ist!
§825 & e e

£S 838

S°ES

S9%6

° G

UK
HD

Decker S, Brenner Th. Int J Mol Sci 2017; 18: 1796.



Prognostische Wertigkeit von MR-proADM

The use of mid-regional proadrenomedullin] Studiendesign:
to identify disease severity and treatment | — Prospektiv, multizentrisch (33 ICUs), randomisiert,

response to sepsis - a secondary analysis of Klinisch, 2x2-faktorielles Design

a large randomised controlled trial
— Selenase 1000ug vs. Placebo / PCT vs. Non-PCT
— Schwere Sepsis/sept. Schock — insg. 1.180 Patienten

a SOFA <7 points b SOFA 8 - 13 points C SOFA 214 points
240 patients 653 patients 158 patients
14.6% mortality 27.7% mortality 41.8% mortality
100% — —
oo o
A Sekundaranalyse SIS-PCT-Trial:
/,
/ g Q '
/ - ,SIS-ADM-Trial
3 g [
E 0% 7/ H
—— MR-proADM —— MR-proADM —— MR-proADM
— PCT — PCT PCT
o o - - — e
Y / T sapsi T sapsil
— APACHE Il — APACHE Il — APACHE Il
0% = H =
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100% 80% 60% 40% 20% 0% 100% 80% 0% 40% 20% 0% 100% 8% 60% 40% 0% 0% :
Specificity U K

HD

Bloos F et al., JAMA Intern Med 2016; 176: 1266-76. Elke G et al., Crit Care 2018; 22: 79.



MR-proADM versus Bio-ADM

Pre-pro-ADM  Signal - MR proADM

Pro-ADM

Circulating —

l Signal Peptidase
1 Prohormone Convertase l l
i C-terminal alpha-amidating enzyme
= »bio-ADM*“
MR-proADM reflects Detection of amidated
activation of the ADM ADM (bio-ADM) reflects
system the actual bioactivity

LC
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Bio-ADM als prognostischer Biomarker (AdrenOSS-1)

Circulating adrenomedullin estimates
survival and reversibility of organ failure in
sepsis: the prospective observational
multinational Adrenomedullin and
Outcome in Sepsis and Septic Shock-1
(AdrenOSS-1) study

- A Sepsis B Septic Shock
g 100% M 100%
c
3 0% 90%
@ H_\___
a:, 80% - -4 e
3 ‘a
Q. 70% 70% T
‘s H“_H._
(=]
C 60% - 60%
'g -— mf:‘m ’:r} cﬂ;-w —_— m;:'\?vww B4 evertsety
- >10pganl. n=117, events=22 — OADN TO) ne209, eventssTS
o so% o
a T ‘ T
o 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
e Time (weeks) Time (weeks)

Studiendesign:

— Multinationale, prospektive Observationsstudie

— Sepsis/sept. Schock (n=583)

— bioADM bei Onset & 48h — Readout: 28d-Mortalitat

Change of bioADM over 48 hours

[
o
=1
x®

90%

80%

48h-Kinetik?

————>

70%

g

g

Proportion of patients surviving
8

Time (weeks)

Conclusions: AdrenOSS-1 shows that early levels and rapid changes in bio-ADM estimate short-term outcome in

sepsis and septic shock. These data are the backbone of the design of the biomarker-quided AdrenOSS-2 trial. UK \

HD

Mebazaa A et al., Crit Care 2018; 22: 354.



Bio-ADM-Effekte & Wirkprinzip von ADRECIZUMAB

Interstitium Interstitium Interstitium

[ vwe <

‘j
Barrier function

Vasodilation - I +
Blood

A Healthy state B Septic shock

“‘ Relaxation -

©VSMC .

Vasodilation 4 Vasodilation

UK
HD
Geven Ch et al., Shock 2018; 50: 132-40.



Bio-ADM als theragnostischer Ansatz (Adren0SS-2)

A double-blind, placebo-controlled,
randomised, multicentre, proof-of-

/ Main inclusion criteria:
Age 218 years
Bio-ADM >70 pg/mL
Early septic shock
Body weight 50-120 kg

Screening

Main exclusion criteria:
Expected rapidly fatal outcome
Pre-existing unstable condition
Malignancies

Neutropenia

concept and dose-finding phase II

See Box 1 for a detalled overview of all inclusion and exclusion criteria
1

clinical trial to investigate the safety, T
tolerability and efficacy of adrecizumab incision Bz o
in patients with septic shock and o =
elevated adrenomedullin concentration o |' | ' ( - |
(Adrenoss_z) adrecizumab a:r::i‘zural: J [l
Studiendesign: e
— Multizentrische, randomisierte, doppelblinde, T e
Plazebo-kontrollierte, Biomarker-gestitzte

| Primary objective
= Safety and tolerability of Adrecizumab

Phase-II-Studie
,Proof-of-Concept”- & Dosisfindungsstudie
— Sept. Schock (<12h) & Bio-ADM >70pg/ml

(ClinicalTrials.gov: NCT03085758)

Secondary objectives
Objectives/end points |« Efficacy of Adrecizumab (intention-to-treat analysis)
= Primary efficacy end point: Sepsis Support Index
within the first 14 days.
« Other end points include: mortality, morbidity,
vital signs, Qol and length of stay.
*_Pharmacokinetics (Cyy AUC, V, CL, ty5)

T WK
HD

Geven Ch et al., BMJ Open 2019; 9: e024475.



Konzept der NGS-basierten Diagnostik bei Sepsis

4

-

(2) Sequenzierung

Sequenz-Daten H

)

Plasmaprobe

1

Blutenthahme

(1) Praanalytik

/

NGA

10°-107 Targets/ml

cfDNA (=zirkulierende , zellfreie DNA)



NGS: Von der Wirtsantwort zur Erregerdiagnostik!

P
/ NGA
. ﬂ 10°-107 Targets/ml

] o
S 1) ()3 oD

(2) Sequenzierung

Sequenz-Daten H

PIasn?probe :E:zgen la:
£ L §

Blutentnahme cfDNA: Human (>95%) vs. Pathogen (<5%)
(1) Praanalytik




NGS: Von der Wirtsantwort zur Erregerdiagnostik!

(5) Quantifizierung
(S1Q-Score pro Spezies)

(4) Klassifizierung

Y
§ _____________ ®
(2) Sequenzierung (3) Mapping S
c
Sequenz-Daten ]—) Nicht-humane Reads B ),<
abundance

1t

Plasmaprobe

Zuordnung

Enterokokkus faecium
VRE (VanA/B)

(8) Diagnostischer
Report

Blutenthahme

(1) Praanalytik (7) Resistenz-

Datenbank

>| Humane Reads




NGS: Identifiziert den Erreger viel haufiger!

Blaskultur 'n\ w w w w w
Damit ist das NGS-basierte Verfahren mehr als

6-fach sensitiver als der bisherige Goldstandard!

e
M e
T

UK
HD
Grumaz S, Brenner Th. Crit Care Med 2019 (In Press).




NGS: Ermoglicht eine personalisierte AB-Therapie!

9 %\ B Intervenieren

B Beibehalten

Keine Mehrheit

Empfehlung zur Intervention bei mehr
als der Halfte der Patienten!

UK
HD
Grumaz S, Brenner Th. Crit Care Med 2019 (In Press).



Next-Next-GenSeq: Ein POC-fahiges Diagnostikum!

(Real-time (=Echtzeit) Sequenzierdiagnostik mittels der MinlON-Plattform)

Next Generation
Sequencing (NGS)

Bioinformatik

UK
HD
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Zusammenfassung

1) Den perfekten Infektions- bzw. Sepsis-Biomarker gibt es bisher leider nicht!

2) Kl & SeptiCyte LAB sind vielversprechende Tools fiir die Sepsis-Diagnostik!

3) Jeder Septiker ist anders! — Molekular-immunolog. Heterogenitat bei Sepsis!

4) Theragnostische Biomarker der Zukunft:
— Allgemeine Sepsisdiagnostik: , Fibrinolyse-Shut-Down*
— Differenziert Hypo- vs. Hyperkoagulabilitat: ,Thromboelastometrie”
— Erkenne die Immunsuppression: ,HLA-DR-Monitoring“
— Prognoseabschatzung: ,,MR-proADM / Bio-ADM*“

5) NGS bei Sepsis: ,Von der Wirtsantwort zur Erregerdiagnostik!”




Vielen Dank fur lhre Aufmerksamkeit!
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