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JArzte ohne pathophysiologische Kennnisse
gleichen Maulwdrfen:

,<Sle arbeiten im Dunkeln,
und Erdhugel sind die Zeugen ihrer Tatigkeit.”



Weniger ist mehr !

Wenige Parameter sind wichtig fur die klinische Versorgung.
Stellenwert
Indikationen

e Screening

Diabetes mellitus
Arteriosklerose
Pra-OP

« Differentialdiagnose

Organparameter
Infektionsdiagnostik
Molekulare Diagnostik

« Monitoring (Verlaufs- / Therapiekontrolle)

Tumormarker
Infektion / Sepsis

* Prognose / Risiko-Stratefizierung

Herzinfarkt (Nekrose-, Entziindungs- und Herzinsuffizienzmarker)

Methoden / Techniken

Monoklonale Antikérper, HPLC / Massenspektrometrie, PCR / Sequenzierung

Okonomie
Stufendiagnostik
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Entzindung

Definition:
Unspezifische Antwort von biologischem Gewebe auf &uf3eren/inneren
Reiz mit der Funktion, den Schadigungsreiz zu
erkennen / neutralisieren / abzubauen / beseitigen

und Gewebe zu reparieren.

Reaktion lokal:

- Schmerz Dolor

- Rotung Rubor

- Erwarmung Calor

- Schwellung Tumor

- eingeschrankte Funktion Functio laesa

Reaktion systemisch:
- neurohumoral, metabolisch, immunologisch




Immunsystem

Antigen-unspezifisch

Antigen-spezifisch

Humoral

(I6sliche Faktoren)

Zytokine (TNF, IL6, IL10)

Akute-Phase-Proteine (CRP)
Komplementsystem (C3, C4)
Gerinnungssystem (Fibrinogen)

Antikorper
- IgA
- IgE
- 1gG
- IgM

- (IgD)

Zellular

Granulozyten
Monozyten/Makrophagen
Nattrliche Killer-Zellen (NK)

T-Lymphozyten (CD3)
- T-Helfer (CD4)
- T-Suppressor (CD3/CDS8)

B-Lymphozyten (CD19)
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Diagnostische Parameter

Fieber

Blutsenkung (BSR)

Kleines und grol3es Blutbild

Durchflul3zytometrie

EiweilRelektrophorese

Akute-Phase-Proteine (CRP, SAA)

Zytokine (IL6, TNF)

Procalcitonin (PCT), Lipopolysaccharide-binding Protein (LBP), Neopterin

© 0 N o Ok Db RE

Wirtsprotein-Signatur
10. Komplementfaktoren
11. Immunglobuline, spezifische Antikorper



Fieber

Phagozytose

(Bakterien, Fremdstoffe, Zelltrimmer)

'

Endogene Pyrogene (Zytokine)

Exogene Pyrogene (LPS, Peptidoglykan)

Granulozyten Monozyten
(akut) (chronisch)

Temperatur-Sollwertverschiebung
Im ZNS




Fieber

Anamnese

CAVE: Kinder und Alte

Messpunkte: Trommelfell > rektal > sublingual > axillar
Herzfrequenz: Basis (70 / Min.) + 10 Herzschlage / Min. = +1°C
CAVE: Antiphlogistika / Antipyretika

CAVE: kalte Sepsis

Wichtige Grenzwerte: 37°C,38,5°C, 42°C



Typische Tages-Fieberkurven

INTERMITTIEREND ‘ Pneumonie, Zystitis

REMITTIEREND Eiterungen. TBC

KONSTANT j Krebs. ZNS-Erkrankungen
' Bakterielle Endokarditis

GEZACKT. Malaria. H.nl'l‘cl'lnsc.
MEHRPHASISCH 37° M. Hodgkin




Unklare Fieberzustande
(> 1 Woche)
40% Infektionen
20% Autoimmunerkrankungen (Junge)
20% Neoplasien (Alte)

10% Verschiedene
Leber- & Darmerkrankungen, ' MEDIKAMENTE !!!

10% ungeklart



Blutsenkungsreaktion (BSR)

Dysproteinamie
Neutralisation (akut

— ay,-Proteine

Bruckenbildung (chronisch)
— Fibrinogen

— Immunglobuline (IgM)
— Immunkomplexe

Indikation: BSR vs. CRP

— Lupus erythematodes

— Polymyalgia rheumatica
— Arteriitis temporalis

— Neoplasien

DYSPROTEINAMIE

BSR-ANSTIEG

Sturzsenkung
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BILDUNG VON ERY-AGGREGATEN
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JApKY: w4

0,4 ml Natrium-Citrat 3,8%
1,6 ml Blut
20 cm graduierte Glas-/Plastikrohrchen

Fehlerquellen

Volumen- und Mischfehler
Temperatur (18-21°C vs. 27°C)
Anamie 1, Antiplogistika |

Referenzwerte

Manner <15 mm/ 1. Std.
Frauen <20 mm /1. Std.
Kinder niedriger

Im Alter héher



Leukozytose

(Granulozytose, Lymphozytose, Monozytose)

DD: LEUKOSE

Infektionen (lokal/systemisch)

Nekrose (Trauma, OP, Myokard-Infarkt)

Stoffwechselstorungen
(Gicht, Uramie, Azidose, Vergiftung)

Tumoren

Artefakte (in vivo):

Korperliche Belastung, Schreileukozytose
(Linksverschiebung wird vermisst)

Cave: Glucocorticoid-Therapie!



Differential-Blutbild

Bakteriell

Allergisch

Chronisch

Neutrophile
Granulozyten

(T17)

cave:
kalte Sepsis

(1)

(1)

Links-
verschiebung

!

Monozyten

Lymphozyten

Eosinophile
Granulozyten

[

DD: Morgenrote
der Genesung




Linksverschiebung

reaktiv vs. proliferativ

Beznehung zwischen Proliferation und D:fferenznerung

| Zellreihe | Vorlauferzell-Pool | reife | aktivierte Zellen ) | Differen-
' ;ompetente Effektorzellen Zierungstyp
ellen
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Segmentkerniger Stabkerniger

Toxische Granula Ddhle-Korperchen






Leukozyten-Differenzierungs-Kanal
(AC/DC Widerstandsmel3prinzip)

Wechselstrom
(hochfrequent)

Granularitat

o, S e e, SN e,
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Kern/Plasma-Verhaltnis

Gleichstrom




Leukozyten-Differenzierungs-Kanal

Luftblasen

RE \ I Granulozyten

Erythrozyten
Trummer




Prinzip der Reagenz-Wirkung
Im Immature-Myeloid-Information Kanal

Proteine
® Apo-Lipoproteine

Reifer Leukozyt Unreifer Leukozyt




IMI-Kanal

Immature Myeloid Information (IMl)

Neutrophiler Eosinophiler Basophiler Monozyt Lymphozyt
e Q & & o
Blau
Thrombozyten-
Wechselstrom Aggregate -' ¢, Metamyelozyt

Stabkerniger &

Gleichstrom
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Positive + Negative
Akute-Phase-Proteine

Relative Plasmaproteinveriinderung

Akute-Phase-Proteine

V.

- C-reaktives Protein (CRP)

- Serum-Amyloid A (SAA)

- 04: a-Antitrypsin

- 0,: Haptoglobin
Caeruloplasmin

- B: Fibrinogen

Immunglobuline

Transportproteine
- Albumin

200

4
|




Bet,

Alpha-1 Antitrypsin-Mangel Akute|Entzindung

T | (=2 Albumin 1= 1

Chronische|Entziindung Nephrotisches Syndrom Hypogammaglobulinamie




Verlaufsbeurteilung eines Patienten nach operativer
Kolonresektion (OR)

Kolonresektion |

Serum CRP (mg/l) Temperatur (°C)
250 41

o—@® [emperatur
P — 40

e—e CRP

Tl

— 38

— 3T,

—30




Operation

Kolonresektion || l

Temperatur
38 °C

37 °C




Abstoliung nach Nierentransplantation:

Immunologische Parameter als Fruhindikatoren

Abstol3ung

0202 05.02

05.02 07.02 09.02 12.02 14.02 16.02

1 Fieber
I Schmerz
I Anurie

mmmmm (Nterieukin 6

e e CRP

mmmmmm reatinin
e Harms tOff

21.02 23.02

- Sensitivitat hoch
- Spezifitat niedrig



Infektion bei ambulanter Peritonealdialyse

Serum CRP (mg/l)

Dialysatkultur, Dialysatkultur,
negativ Pseudomonas

A

Cefuroxim Gentamycin

B
Vancomycin




Swollen-joint count , C-reactive protein (CRP)




Neonatologie

— Amnion-Infekt-Syndrom (AIS)
o Klinik:
Vorzeitiger Blasensprung,
fetale + mutterliche Tachykardie,

weicher Uterus,
Fieber, Leukozytose

 Entscheidungsqgrenze:
CRP  >20mgll
IL6 > 10 ng/l

Padiatrie
— Frihgeborenen-Sepsis
o Klinik
Neutropenie + Linksverschiebung, Thrombopenie

DD: fetale Asphyxie, Mekonium-Aspiration,
zerebrale Blutung, kardio-vaskuléarer Schock

 Entscheidungsqgrenze:
CRP > 10 mg/l
IL6/1L8 > 10 ng/l

TNF-Q > 10 ng/l
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0.06-0.59

Troponin T,
<0.06 297L
C-reactive

protein C-reactive
>10 mg/L protein

<10 mg/L

Elevated levels of C-reactive protein predict long-term outcome
in unstable angina In the FRISC trial of ' patients with unstal
. , elevated levels of C-reactive protein, obtained within 24 hours, are
associated with an ed : f death fror ardia Iuses

i :its effects are additive to maximal troponin T levels. (Data
from Lindahl, B, Toss, H, Siegbahn, A, et al, N Engl J Med 2000; 343:113

. R
23.)



Herzinfarkt: CRP und relatives RIisiko

6_
5_
4_
3- men
women
o - _ _
L _ - _ _
0 P A > | A A
1. Qrtl. 2. Qrtl. 3. Qrtl. 4. Qrtl.
Quartile (CRP mg/l)
Grenzwert: <10 mg/l
women <1.5 1.5-3.7 3.8-7.3 >7.3
men <0.6 0.6-1.1 1.2-2.1 >2.1

Women'’s Health Study (Ridker PM NEJM, 1997)
Physicians’ Health Study (Ridker PM Circulation, 1998)



Procalcitonin (PCT) vs. Mikrobiologie

INFEKTIONSMARKER
Systemische Infektion Vortelle
 Gramnegative Bakterien — Abnahmezeitpunkt jederzeit
> 100 ng/ml — Volumen Klein
— Spezialgefalie,
« Grampositive Bakterien Transport & Lagerung unproblematisch
> 50 ng/ml — Keine Kontamination

— Auch gekapselte Prozesse (Abszess)

» Parasiten & Pilze — Schnelles Ergebnis (2 Std.)

> 10 ng/mi — Il Quantitatives Ergebnis !!!
* Negativ bei: — Preiswert
Viren, intrazellularen Erregern
=> Neopterin Nachteile
— Keine Keimidentifizierung
| okale Infektion — Kein Antibiogramm

 0,05-0,5ng/ml
< 0,05 ng/ml (gesund)



Host-Proteom Signhature

Virale vs. bakterielle Infektion

Ist die Infektion
bakteriell oder viral?

Mit Antibiotika
behandeln oder
nicht?

20%

UbermaRiger Unzureichender
Antibiotika- Antibiotika-
einsatz (' einsatz &7




Host-Proteom Signhature

Virale vs. bakterielle Infektion

Nachteile direkter Erregernachweis

O O O O

Lange mikrobiologische Untersuchungszeit (Stunden bis Tage)
Infektionsort schwer zuganglich (z. B. Lungenentziindung) oder unbekannt (z. B. Fieber unklarer Genese)
Nachgewiesenes Bakterium Krankheitserreger oder nur Besiedler ohne Krankheitswert?

Nachweis eines Virus schlie3t nicht aus, dass unentdeckte Bakterien Ursache der Grunderkrankung sind
(Mischinfektion mit sowohl Viren als auch Bakterien)

Vorteile indirekter Erregernachweis
Uberwachung der Immunantwort des Wirts auf eine Infektion, durch Messung von im Blut zirkulierenden Wirtsproteinen (oder RNAS):

O
O
O
O
O

C-reaktives Protein (CRP), Serum-Amyloid A (SAA)

Interleukin 6 (IL6), Interleukin 8 (IL8)

Procalcitonin (PCT)

Kombinationen traditioneller Proteine (Protein-Signatur)

Kombination neuer und traditioneller Proteinen, die an verschiedenen Signalwegen teilnehmen (Protein-Signatur)

Wirtsprotein-Screening und Signaturentwicklung

0]

O
O
O

Phase I: Systematische Literatur- und Bioinformatikrecherche zur Identifizierung von 600 Proteinen,
die als Reaktion auf eine Infektion unterschiedlich exprimiert werden

Phase II: Nach Vortestung Einengung auf 86 Wirtproteine, mit statistisch signifikant differentieller Expression
Phase lll: Fokussierung auf 17 Kandidatenproteine
Ergebnis: Aussagekraftigste Signatur — TRAIL, IP10 und CRP



Host-Proteom Signature

Training-set Virale vs. bakterielle Infektion Validation. sat
£ A ) =
y 5 e
Protein screening Protein screening Selecting protein Signature Performance
phase A phase B combination and model (logistic regression) analysis
construction
20 patients 100 patients 207 patients
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Host-Proteom Signature

Virale vs. bakterielle Infektion

o TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand

o |IP-10: Interferon-gamma-induced protein-10

0 CRP: C-reaktives Protein

ug/ml

pg/ml

TRAIL
p<10°% (bacterial vs viral)
p<0.33 (infectious vs non-infectious)

7 o
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Host-Proteom Signature

Virale vs. bakterielle Infektion
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Host-Proteom Signature

Virale vs. bakterielle Infektion

BACTERIAL INFECTION VIRAL INFECTION
!

o TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand Bacteil PAMPs Vil PAVPs

viral proteins

o IP-10: Interferon-gamma-induced protein-10

Identification by
cytoplasmic pattern
recognition receptors

0 CRP: C-reaktives Protein

@ Identification by pattern
g _ recognition receptors on
. - .
S b immune cells
(N D

in viral-infected cells
Bacterial induced

signaling pathways .

A IP-10 /A

Inflammatory Inflammatory Typel

C w6 cytokines, IFN-y Chemoattraction cytokines, IFN-y interferons
e of activated T—CU D
CRY TRAIL

Recruiting complement system, stimulating
phagocytosis, inducing inflammatory response

[T o -

(controls)
y

Fig 4. TRAIL, IP-10 and CRP participate in different signaling pathways and exhibit complementary dynamics in response to bacterial (B) and viral|
(V) infections. PAMPs—pathogen-associated molecular patterns; PGN—peptidoglycan; LPS—lipopolysaccharide.

doi.10.1371journal.pone.0120012.9004

Viral induced

signaling pathways

Apoptosis of infected cells

Protein levels




Host-Proteom Signhature

Virale vs. bakterielle Infektion

Anhand einer einfachen serologischen Probe misst, analysiert und integriert LIAISON® MeMed BV® automatisch

die Konzentration von drei Immunproteinen des Wirts zu einem einfachen Score, der die Wahrscheinlichkeit einer

bakteriellen Immunantwort oder Koinfektion gegentber der einer wahrscheinlich viralen Immunantwort anzeigt.

Die computergestutzte Signatur zur prazisen Diagnose von akuten bakteriellen (oder gemischten) gegenuber viralen
Infektionen wurde an einer Kohorte von > 20.000 Patienten entwickelt und validiert. ®'?

10 <Score <35 65 < Score <90

Moderate Wahrscheinlichkeit einer virale_r_'l Infektion Moderate Wahrscheinlichkeit einer bakteriellen
(oder einer anderen nicht-bakteriellen Atiologie) Infektion (oder Koinfektion)

‘ ‘ - — _ - (Bakteriell)

-

0<Score<10 35 < Score £ 65 90 < Score <100
Hohe Wahrscheinlichkeit einer viralen Infektion Grenzwertig Hohe Wahrscheinlichkeit einer bakteriellen
(oder einer anderen nicht-bakteriellen Atiologie) Infektion (oder Koinfektion)







Differential-Blutbild

Bakteriell

Allergisch

Chronisch

Granulozyten

(T17)

(1)

(1)

Links-
verschiebung

!

Monozyten

Lymphozyten

Eosinophile
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