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1. Einleitung

1.1 Immunhdmolytische Anamien

Eine Immunhamolytische Andmie (IHA) ist gekennzeichnet durch den vermehrten Abbau von
Erythrozyten. Ursachlich ist eine Beladung mit erythrozytaren Antikérpern mit oder ohne
Komplementbeteiligung. Charakteristisch, und fir die Diagnose wegweisend, ist der Nach-
weis einer Hamolyse in Kombination mit einem positiven direkten Coombstest (direkter
Antihumanglobulintest, DAT). Die auslésenden Antikdrper gehéren lGberwiegend der IgG-,
seltener der IgM- und sehr selten der IgA-Klasse an. In Abhangigkeit der Immunglobulin-
(sub)klasse und der Fahigkeit zur Komplementaktivierung werden die Antikérperbeladenen
Erythrozyten entweder intravasal in der Zirkulation zerstort oder extravasal durch Phagozy-
tose in der Milz und in der Leber abgebaut. Eine intravasale Immunhamolyse resultiert aus
der Aktivierung der terminalen Komplementkomponenten (C5b-9-Komplex, sog. ,membrane
attack complex”) mit nachfolgender Lyse der Erythrozyten. Ursachlich sind in der Regel IgM-
Antikorper. Durch die Anwesenheit von Komplementregulatoren kommt es jedoch Uber-
wiegend nicht zur vollstandigen Komplementaktivierung. Erythrozyten, die eine Komple-
mentaktivierung Uberleben, sind an der Beladung mit dem Komplementfragment C3d
(inaktive C3b Komponente) erkennbar. Im Falle einer extravasalen Hamolyse werden die
sensibilisierten Erythrozyten (ber die Fc-Rezeptoren fir IgG bzw. (ber den C3b-
Komplementrezeptor der Makrophagen abgebaut. Dabei binden die verschiedenen IgG
Isotypen mit unterschiedlicher Affinitat an den Rezeptoren: vor allem 1gG3 und IgG1, in

geringerem MaRe auch IgG2 sind in der Lage mit dem Fc-Rezeptor zu interagieren.!

Erythrozytdre Antikorper binden an allogene oder autologe Antigene. Zur Bindung an
allogene Antigene und einer dadurch induzierten Hamolyse bzw. Andamie kommt es
typischerweise im Rahmen inkompatibler Transfusionen oder fetomaternaler Inkompati-
bilitditen bei Schwangerschaften. Hiervon zu unterscheiden sind autoimmunhdmolytische
Anamien (AIHA). lhre Inzidenz liegt bei ca. 1 auf 100.000 pro Jahr.”* Sie kommen in jeder
Altersstufe, vor, die Inzidenz nimmt jedoch mit dem Alter zu.” Frauen sind haufiger betroffen
als Manner.*® Die Einteilung einer AIHA erfolgt klinisch und serologisch in verschiedene
Gruppen. In ungefahr der Halfte der Falle tritt eine AIHA sekundéar im Rahmen verschiedener
Grunderkrankungen, wie z.B. Autoimmunerkrankungen oder lymphoproliferative Erkran-

kungen, auf.’ Findet sich keine Ursache bzw. keine Krankheitsassoziation, spricht man von



>10 Entsprechend dem Temperaturoptimum, bei dem die

primdrer oder idiopathischer AIHA.
Autoantikérper an die Erythrozyten binden, unterscheidet man die AIHA vom Warmetyp
(65%), die AIHA vom Kaéltetyp (29%) sowie die Paroxysmale Kaltehamoglobinurie (AIHA vom
Donath-Landsteiner Typ, ca. 1%). Eine Sonderform stellt die medikamentds induzierte IHA

dar.’

1.2 Medikamentds induzierte Immunhamolytische Andmie (DIIHA)
Bis zu 10% aller AIHA werden durch Medikamente ausgelést.'! Diese sog. medikamentés
induzierten Formen (drug-induced immune hemolytic anemia, DIIHA) sind mit einer ge-

1213 5edoch ist

schatzten Inzidenz von 1 bis 4 auf 1.000.000 Einwohner pro Jahr sehr selten,
von einer erheblichen Dunkelziffer unerkannter Falle auszugehen. Obwohl medikamentos
induzierte Immunhamolysen eine bekannte Nebenwirkung einer Medikamentenapplikation
sind, werden viele Falle, insbesondere, wenn sie klinisch milder verlaufen, nach wie vor nicht
erkannt. Es gibt eine Vielzahl von Grinden, die zur Fehldiagnose fiihren. Die klinischen
Symptome sind sehr variabel, und die serologischen Ergebnisse kdonnen leicht fehlinter-
pretiert werden. Ferner ist die serologische Diagnostik anspruchsvoll und wird nur von
wenigen Zentren vorgehalten. Medikamentds induzierte Immunhamolysen werden daher

haufig mit anderen Krankheitsbildern, die zu einer Hamolyse fiihren kdnnen, z.B. einer

idiopathische AIHA, verwechselt.'*

Der Zusammenhang zwischen Medikamenteneinnahme und Immunhdamolyse wurde
erstmals 1953 beschrieben.’” Im Jahre 1967 waren es 13 und 1980 waren es bereits 33

16,17

Medikamente, die als ursachlich fir eine Immunhamolyse erkannt wurden. Seither

wurden ungefahr 100 weitere Substanzen als Ausléser einer DIIHA beschrieben.'®*

Gleichzeitig hat sich das Spektrum der auslésenden Medikamente deutlich gedndert. In den
1970er Jahren waren es fast ausschlieRlich in hohen Dose appliziertes alpha-Methyldopa
oder Penicillin (67% bzw. 23% aller beschriebenen Fille), die eine medikament6s induzierte
Immunhamolyse verursachten.™ Mit dem abnehmenden Einsatz dieser Substanzen, wurden
seit den 1990er Jahren v. a. B-Lactam-Antibiotika, nichtsteroidale Antiphlogistika und

Chemotherapeutika als Hauptausléser identifiziert.?°



Es wird davon ausgegangen, dass grundsatzlich jedes Medikament eine Immunhamolyse

verursachen kann.'®%

Die Dauer fir eine primare und klinisch relevante Immunantwort be-
tragt dabei mindestens 5 — 6 Tage. Danach kann es jederzeit zur Manifestation der Hamolyse
kommen.?? Diese tritt insbesondere bei unregelmaliger Anwendung oder Re-Exposition auf.
Daher sollte jede neu aufgetretene Hamolyse unter einer Medikamenteneinnahme hinsicht-

lich einer moglichen Medikamenten-Induktion Gberprift werden.®

Die Mehrzahl der Hamolyse-induzierenden Medikamente wurde nur in einzelnen Fall-
berichten publiziert. Einige dieser publizierten Falle beruhen jedoch auf unvollstandigen
Daten, die lediglich den zeitlichen Zusammenhang zwischen Medikamenteneinnahme und
einer Hamolyse beschreiben. Dariber hinaus gibt es nur wenige Medikamente, wie bei-
spielsweise Cefotetan, Ceftriaxon und Diclofenac, die in groReren Fallserien beschrieben

wurden. %

Ferner gibt es nur wenige Medikamente, deren Wahrscheinlichkeit eine Immun-
hamolyse hervorzurufen, bekannt ist bzw. systematisch untersucht wurde. In Studien aus
den 1960er Jahren wurde gezeigt, dass ca. 3-5% der Patienten, die hochdosiert Penicillin
erhalten und ca. 30% der Patienten die ldnger als 3 Monate alpha-Methyldopa einnehmen,
einen positiven DAT entwickeln. Nur wenige dieser Patienten bilden jedoch Penicilin-
abhangige oder Methyldopa-induzierte AIHA aus.”® Abgesehen von einer Untersuchung aus
2008, in der die Pravalenz von Ceftriaxon-induzierten Antikérpern bei Patienten mit HIV und
Sichelzellkrankheit ermittelt wurde?’, gibt es keine systematischen Untersuchungen zur

Haufigkeit medikamenteninduzierter Antikérper oder Immunhamolysen durch die aktuell

eingesetzten Medikamente.

1.3 Pathomechanismus der DIIHA

Der genaue Pathomechanismus der Immunisierung gegen Medikamente ist bis heute nicht
bekannt. Medikamente sind aufgrund ihrer geringen GrofRe von weniger als 1 kDa nicht in
der Lage, direkt eine Immunantwort hervorzurufen. Sie missen als sog. Haptene zuvor an

28-30

ein Tragerprotein bzw. Glykoprotein gebunden. Die dabei gebildeten Antikérper richten

sich entweder gegen das Hapten, das Trigerprotein oder den gesamten Komplex.2®3%3?
Entsprechend einer in den 1990er Jahren formulierten und inzwischen allgemein
akzeptierten Hypothese, kommt es durch die Interaktion des Medikaments oder seiner

Metabolite mit der Zelloberflache zur Bildung eines Neoantigens, welches die Bildung von



medikamentenabhdngigen Antikérpern und/oder medikament6és induzierten Auto-

20,26,33,34

antikoérpern hervorrufen kann (Abb. 1).

AK gegen Medikamenten-

komponenten (A) \
S——

Medikament
AK gegen Medikamenten-

und Membrankomponenten

/ - Neoantigen (B)

AK (Uberwiegend) gegen
Membrankomponenten (C)

Erythrozytenmembran

Abb. 1 (mod. nach Arndt 2014°°): (A) und (B): medikamentenabhangige Antikorper (A:
Adsorptionstyp, B: ,Immunkomplextyp®); (C): medikamenteninduzierte Autoantikorper

1.3.1 Medikamentenabhangige Antikorper

1.3.1.1 Adsorptionstyp
Einige wenige Medikamente gehen mit Proteinen auf der Zelloberflache von Erythrozyten
kovalente Bindungen ein.’® Der Prototyp dieser Gruppe ist Penicillin. Einige verwandte

Substanzen wie bestimmte Cephalosporine reagieren ebenfalls Gber diesen Mechanismus.

Antikoérper gegen Penicillin wurden erstmals 1958 von Ley et al. beschrieben. Das Serum
eines Patienten reagierte mit allen Erythrozyten, die - wie damals Ublich - zu Haltbarkeits-
zwecken mit Penicillin behandelt wurden, aber nicht mit den unbehandelten Erythrozyten
des gleichen Spenders.35 Bereits in den Folgejahren wurden die ersten Falle von Penicillin-
abhingiger IHA publiziert.*® Penicillin l3sst sich bei allen Patienten auf den Erythrozyten
nachweisen, die 10 Millionen Einheiten oder mehr erhalten. Bei ungefdhren 3% dieser
Patienten ist der DAT positiv, aber nur in einigen Fallen kommt es zu einer IgG-vermittelten
extravasalen Héimolyse.37 Die medikamentenabhangigen Antikdrper im Serum des Patienten

sind gegen das auf die Erythrozyten adsorbierte Medikament gerichtet (Abb. 1). Die IgG-be-



ladenen Erythrozyten werden Uber Fc-Rezeptoren auf Makrophagen in der Milz und Leber
extravasal eliminiert.?® In seltenen Fillen kommt es durch Komplement-aktivierende

Penicillin-abhéngige Antikorper zu einer intravasalen Hamolyse.***°

1.3.1.1 ,,iImmunkomplextyp”

Ausgehend von einer durch Ackroyd in den 1940er Jahren begriindeten Theorie zur Patho-
genese der medikamentds induzierten Immunthrombozytopenie ging man urspriinglich von
Immunkomplexen aus Antikérpern und Medikament aus, die sich sekundar und unspezifisch
an die Zelloberfliche anlagern und {ber eine Komplementaktivierung zum Zellabbau
fuhren.*! Dieser sog. ,iImmunkomplex-Mechanismus“ wurde jedoch experimentell nie belegt
und einige wichtige Beobachtungen sprechen gegen diese Theorie: (1) Medikamenten-
abhangige Antikorper sind Zelltyp spezifisch, d.h. sie richten sich entweder gegen
Erythrozyten, Granulozyten oder gegen Thrombozyten.34 Im Falle einer unspezifischen
Anlagerung von Immunkomplexen wiirde man eine dhnliche Beteiligung aller drei Zellreihen
erwarten; (2) medikamentenabhdngige Antikorper binden (ber die spezifische Fab
Bindungsstelle an den entsprechenden Zielantigenen auf der Zelloberflache und nicht tber
die Fc-Domane;* (3) medikamentenabhingige Antikérper reagieren haufig mit definierten

2343495 (4) medikamentenabhingige

Antigen auf den Zielzellen (z.B. Rhesusantigene C und e);
Antikdrper kénnen an Erythrozyten spezifisch adsorbiert und eluiert werden;*® (5) bei einer
Reihe von Patienten wurde gleichzeitig das Auftreten medikamentenabhangiger und

medikament6ds induzierter Antikérper beschrieben.?204¢

Ausgehend von diesen
Beobachtungen, scheint eine direkte Interaktion des Medikaments mit der
Erythrozytenoberflache und daraus resultierend die Bildung eines sog. Neoantigens, der

wahrscheinlichere Pathomechanismus.>**’

Im Gegensatz zu Penicillin, bindet die Mehrzahl der Medikamente jedoch nicht kovalent an
die Erythrozytenoberflache. Die Antikérper vom sog. Immunkomplex-Typ richten sich dabei
vermutlich gegen eine Kombination aus Zellmembran und Medikament (Abb. 1). Es handelt
sich in der Regel um komplementaktivierende Antikorper, die zu einer massiven und abrupt
beginnenden intravasalen Hamolyse flihren kénnen. Bei vorimmunisierten Patienten reichen
bereits kleine Mengen der Substanz, um eine Immunhdmolyse auszuldsen. Die Mehrzahl der

20,26

Medikamente die eine IHA hervorrufen kénnen, gehort dieser Gruppe an. Erstmals



beschrieben wurde diese Form bei Patienten unter Einnahme von Quinidin und

Phenacetin.*®

1.3.2 Medikamentds induzierte Autoantikorper

Einige Medikamente induzieren erythrozytare Autoantikorper, die weder serologisch noch
klinisch von IgG-Warmeautoantikérpern anderer Genese unterscheidbar sind. Der Nachweis
der medikamentdsen Genese ergibt sich in diesen Fallen rein aus dem klinischen Verlauf,
indem die Hamolyse nach Absetzen des Medikaments selbstlimitierend ist. Von den medi-
kamentenabhangigen Antikérpern unterscheiden sich diese sog. medikamentds induzierten
Autoantikorper grundsatzlich dadurch, dass fir die urspringliche Bildung der Antikorper das
Medikament zwar erforderlich ist, im weiteren Verlauf die Bindung der Auto-Antikorper an
die Erythrozytenoberflache aber auch in Abwesenheit des Medikaments erfolgt.17'18‘49 Ob bei
der Entstehung der Autoantikérper nach Anlagerung des Medikaments die Oberflachen-
strukturen der Erythrozyten so verandert werden, dass diese die Selbsttoleranz verlieren

50-53

und immunogen werden, oder ob es einen direkten Effekt auf das zelluldre Immun-

system gibt,54 ist unklar.

Die historische Leitsubstanz medikamentds induzierter Autoantikorper ist alpha-Methyl-
dopa, welches friher weitverbreitet in der Therapie der Hypertonie eingesetzt wurde.
Ungefahr 15% der Patienten die alpha-Methyldopa langer als 3 Monate einnehmen bilden

erythrozytare Autoantikdrper, nur ca. 0,5% dieser Patienten entwickeln eine extravasale

55,56

hdamolytische Anamie. Dabei nimmt die Inzidenz eines positiven DAT in Abhangigkeit der

Dosis zu.”’ Die Schwere der Hiamolyse korreliert jedoch nicht mit der eingenommenen

Menge an alpha-Methyldopa.'”*°

Fludarabin, welches in der Behandlung der Chronischen Lymphatischen Leukdmie (CLL)
eingesetzt wird, hat inzwischen alpha-Methyldopa als Hauptursache medikamentds

induzierten Autoantikdrper abgeldst. Ungefdahr 20% der Patienten entwickeln unter der

58-63

Therapie eine AIHA, welche gelegentlich fulminant verlaufen kann. Re-Exposition fihrt

bei fast 80% der betroffenen Patienten zu einer erneuten Hamolyse, was die Fludarabin-

Induktion als kausale Ursache belegt.®*®

10



Eine Reihe von Medikamenten, z. B. Diclofenac, Rifampicin und Nomifensin, induzieren
sowohl medikamentenabhangige Antikorper, als auch medikamentds induzierte Auto-

antikorper. 2476668

1.3.3 Nicht-immunologische Proteinadsorption (NIPA)

Einige Medikamente konnen die Erythrozytenmembran so modifizieren, dass Immun-
globuline, Albumin und anderen Proteine unspezifisch angelagert werden und zu einer
Positivitat im DAT fihren. Dieser Vorgang wird nicht-immunologische Proteinadsorption
(NIPA) genannt und wird unter anderem durch einige Cephalosporine, platinhaltige
Zytostatika (Oxilaplatin, Carboplatin) und Betalaktamase-Inhibitoren (Clavulansdure,
Sulbactam und Tazobactam) hervorgerufen. Testerythrozyten, die mit diesen Substanzen
inkubiert werden, reagieren typischerweise mit Serum von nicht-immunisierten Blut-

spendern im indirekten Coombstest positiv.***7?

Die unspezifische Positivitat im DAT lasst
sich ferner durch die Reaktion mit Anti-Albumin sowie dem Nachweis eines negativen Eluats

belegen.”®

Obgleich es sich bei der NIPA nicht um eine spezifische Antikdrperproduktion gegen
Medikamente handelt, wird diskutiert ob die Beladung der Erythrozyten in-vivo zu einem

beschleunigten Abbau durch Bindung an Makrophagen im RES fiihren kann.**’*

1.4 Klinische Manifestation
Die Klinik ist sehr variabel und wird entscheidend vom Ausmal und der Geschwindigkeit der

Hamolyse bzw. Andmie und nachfolgender Komplikationen gepragt.

Nicht-komplementaktivierende medikamentenabhangige Antikorper und medikamentos
induzierte Autoantikoérper sind Uberwiegend vom IgG-Typ und verursachen in der Regel
extravasale Hamolysen, wahrend komplementaktivierende medikamentenabhingige Anti-
korper haufig zu intravasalen Hamolysen mit abruptem Beginn und unter Umstanden vital

bedrohlicher Symptomatik fihren.

Penicillin und bestimmte Cephalosporine kdnnen zur Bildung von nicht-komplement-

aktivierenden IgG-Antikorpern fiihren. Diese treten typischerweise bei Patienten auf, die

11



Uber einen langeren Zeitraum hochdosiert Penicillin (10 Millionen Einheiten oder mehr pro
Tag) bzw. Cepholosporine in therapeutischer Dosis erhalten.®® Die entsprechenden
Antikorper richten sich gegen kovalent an die Erythrozytenoberflache gebundenes Penicillin,
die IgG-beladenen Erythrozyten werden nachfolgend durch Makrophagen im Retikulo-
endothelialen System phagozitiert.””> Die Hamolyse ist extravasal und tritt typischerweise
subakut innerhalb von 7-10 Tagen auf. Massive Hamolysen und rasch auftretende
Hamoglobinabfille sind extrem selten.”® Der DAT ist in der Regel positiv mit Anti-IgG und
selten auch mit Anti-C3d. Der Nachweis der typischerweise hochtitrigen Antikérper gelingt

typischerweise mit Medikamenten-beladenen (gecoateten) Testerythrozyten.17

Komplementaktivierende medikamentenabhangige 1gG- und IgM-Antikorper fihren oft zu
einer akuten intravasalen Hamolyse mit haufig abruptem Beginn und unter Umstanden
lebensbedrohlicher Symptomatik. Die Antikérper reagieren nur in Anwesenheit des
Medikaments bzw. seiner Metabolite und kdnnen schon wenige Minuten bis Stunden nach
Applikation bzw. Einnahme eine massive Hamolyse auslésen, wobei unter Umstanden schon
kleinste Mengen der Substanz ausreichen. Kardinalsymptome der intravasalen Hamolyse
sind Hamoglobindmie und —urie. Fieber, Schiittelfrost, Tachykardie, Dyspnoe, Ubelkeit und

22

Erbrechen sind haufige, aber eher unspezifische Symptome.” Sie fihren dazu, dass

medikamentenbedingte Hamolysen immer wieder als akute Transfusionsreaktionen
verkannt sowie mit einer Reihe von anderen akuten klinischen Krankheitsbildern
verwechselt werden.”’® Akutes Nierenversagen ist mit 30% — 50% eine relativ typische

Komplikation im Rahmen massiver Hamolysen und wird insbesondere bei Ceftriaxon-

17,77

induzierten Immunhdamolysen beobachtet. Ursachlich ist die Nephrotoxizitat von freiem

78,79

Hamoglobin und Hamin. Seltener treten Schock und disseminierte intravasale

18,77
f.

Gerinnungsstérungen au Letal verlaufende Falle sind insbesondere bei massiven

Hamolysen in Abhangigkeit des auslésenden Medikaments in 6% bis 38% bei Erwachsenen

und in bis zu 50% bei Kindern zu beobachten.**”®%°

Medikamentds induzierte Autoantikérper sind weder klinisch noch serologisch von
erythrozytaren warmereaktiven Autoantikérpern anderer Genese unterscheidbar. Die Auto-
antikorper aktivieren in der Regel kein Komplement, liegen haufig in hohen Konzentrationen

vor und verursachen extravasale Héimolysen.81 Analog zu idiopathischen Autoantikdrpern,

12



weisen sie haufig Rhesusspezifitat auf.®? Die Hamolyse beginnt in der Regel allmahlich und
kann im Falle von alpha-Methyldopa noch bis zu 4 Jahre nach Beginn der Therapie
auftreten.® Der klinische Verlauf ist mild bis moderat. Nach Absetzten des auslésenden
Medikaments bildet sich die Hdmolyse in der Regel innerhalb von 2 Monaten wieder zurick,
gelegentlich werden jedoch auch protrahiert verlaufende Falle beobachtet. Der DAT kann bis

zu 2 Jahre nach Absetzen positiv bleiben.'”?*

1.5 Laborbefunde

Das Ausmal der Anamie ist bei der medikamentds induzierten Immunhamolyse variabel und
abhangig von der Art der zugrundeliegenden erythrozytiren Antikoper. Im Falle
komplementaktivierender Antikdrper findet sich nicht selten ein rapider Abfall der
Hamoglobinkonzentration auf unter 5 g/dl bzw. Hamatokritwerte < 20%.'%** Nicht-
komplementaktivierende medikamentenabhangige Antikorper und medikamenteninduzierte
Autoantikorper verursachen in der Regel weniger rasche und starke Abfalle der Himoglobin-
konzentration.***®!

Im peripheren Blutausstrich kénnen unterschiedliche charakteristische Veranderungen der
Erythrozytenmorphologie nachweisbar sein, unter anderem Spharozyten, Fragmentozyten,
Poikilozytose und Anisozytose. Im Stadium der Kompensation findet sich regelhaft eine
Retikulozytose. Schwere intravasale Hamolysen sind haufig mit einer Leukozytose
> 20.000/pl assoziiert.” Das Haptoglobin ist typischerweise erniedrigt, haufig bis unter die
Nachweisgrenze. Die Laktatdehdrogenase (LDH) ist mild bis moderat erhéht im Falle einer
extravasalen Hamolyse, und stark bis sehr stark (> 1000 U/l) erhoht bei intravasalen
Hamolysen. Das Gesamtbilirubin sowie das indirekte Bilirubin sind in der Regel ebenfalls

erhoht.'’3+%

1.5.1 Serologie

Ahnlich der Klinik, weist auch das serologische Bild in Abhingigkeit der zugrundeliegenden
Antikoérper und dem Zeitpunkt der Untersuchung der Probe eine grol3e Variabilitdt auf. Der
Nachweis erfolgt zwar im Waesentlichen mit serologischen Standardmethoden, die

Diagnostik ist jedoch technisch anspruchsvoll. Ferner sind die Interpretation der Ergebnisse
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und die Differentialdiagnosen haufig komplex. Nur wenige immunhdmatologische
Referenzlabore besitzen daher die entsprechende Erfahrung und sind mit dem Nachweis

medikamenteninduzierter erythrozytarer Antikorper vertraut.

Der wichtigste serologische Hinweis auf eine medikamentds induzierte AIHA ist ein positiver
DAT. Dieser ist in der Regel positiv mit Anti-IgG alleine oder in Kombination mit Anti-C3d,
selten ist auch eine IgM- oder IgA-Beladung der autologen Erythrozyten nachweisbar. Im
Falle komplementaktivierender IgG- bzw. IgM-Antikorper ist der DAT haufig nur isoliert

positiv mit Anti-C3d.'7188

Der Nachweis medikamentenabhangiger Antikorper erfolgt Ublicherweise im Serum bzw.
Plasma des Patienten, gelegentlich gelingt dies auch im Eluat der autologen Erythrozyten.73
Medikamentenabhangige Antikorper reagieren nur in Anwesenheit des ursachlichen
Medikaments, d.h. ohne Zusatz des Medikaments ist der Testansatz negativ. In der akuten
Phase reagiert das Serum bzw. Plasma der Patienten jedoch gelegentlich auch ohne Zugabe
mit allen Testzellen panagglutinierend positiv. Ursachlich hierfir sind Residuen des
Medikaments oder seiner Metabolite in der Zirkulation des Patienten und / oder zusatzliche

medikamentds induzierte Autoantikérper.”

Der Nachweis von nicht-komplementaktivierenden Antikorpern gegen Penicillin und einige
Cephalosporine erfordert den Einsatz medikamentenbeladener (gecoateter) Test-
erythrozyten.17 Im Gegensatz dazu reagieren komplementaktivierende 1gG-/IgM-Antikorper
typischerweise in Anwesenheit des I6slichen Medikaments mit den Testerythrozyten. Einige
der letztgenannten Antikorper reagieren auch mit medikamentenbeladenen Test-

17.73 Gelegentlich weisen die

erythrozyten (z.B. Cephalosporine der 2. und 3. Generation).
Antikorper eine Spezifitdit gegen spezifische erythrozytire Antigene auf (z.B. Rhesus-, |-,
Kidd-Blutgruppenmerkmale), d.h. diese Antikorper sind nur nachweisbar, wenn die

entsprechenden Testzellen eingesetzt werden.?°

In einigen Fallen gelingt der Nachweis medikamentenabhangiger Antikorper nur durch den
Einsatz entsprechender Metaboliten. Da diese in der Regel kommerziell nicht verfigbar sind,
werden Urin und / oder Serum von Patienten nach Einnahme des Medikaments fir die

Testung metabolitenspezifischer Antikorper verwendet.3*%¢
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Medikamentés induzierte Autoantikérper liegen Ublicherweise in hohen Konzentrationen
vor und reagieren mit allen Testzellen positiv, wobei haufig eine Spezifitdit gegen
Rhesusantigene, Ublicherweise gegen e (Auto-Anti-e), erkennbar ist. Sie sind serologisch

nicht von erythrozytaren Autoantikdrpern anderer Genese unterscheidbar.'®>58184

1.6 Therapie der DIIHA
Medikamentos induzierte AIHA unterscheiden sich von anderen AIHA durch den kausalen
Zusammenhang mit einer Medikamenteneinnahme. Die erste und wichtigste Therapie

1821 Eine sofortige bzw. friihzeitige

besteht daher im Absetzen der auslésenden Substanz.
Antigenkarenz beglinstigt die Prognose und geht mit deutlich weniger Komplikationen und
einer geringeren Mortalitit einher.®” Fille von schwerer intravasaler Hamolyse bedirfen
zumindest in der akuten Phase der intensivmedizinischen Uberwachung. Der hdmolytische
Prozess ist in der Regel selbstlimitierend, im Falle von Komplikationen wie z.B. Kreislauf-
schock oder Gerinnungsstorungen sind temporar supportive MalRnahmen erforderlich.™* Bei
klinisch relevanter anamischer Hypoxie ist die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten
indiziert. Dies ist bei ca. 55% der Patienten erforderlich. Bedingt durch evtl. zusatzlich
vorhandenen Autoantikorper und / oder Medikamentenreste im Plasma der betroffenen
Patienten ist dabei mit positiven Reaktionen in der Antikorpersuche und serologischen
Vertraglichkeitsprobe (Kreuzprobe) zu rechnen. Diese Positivitdten unterscheiden sich

jedoch grundlegend von einer Inkompatibilitdt durch erythrozytdre Alloantikérper und

dirfen nicht zur Verzogerung einer notwendigen Transfusion fiihren."®

Nierenversagen und / oder persistierende Hamolyse durch Medikamentenreste in der
Zirkulation konnen einen Plasmaaustausch bzw. eine Hamodialyse erforderlich

467787 1m Falle von Cisplatin, welches in die autologen Erythrozyten inkorporiert

machen.
wird und mit Hdmoglobin Komplexe eingeht, ist bei nichtbeherrschbarer Himolyse ggf. ein
Erythrozytenaustausch indiziert.”® Fur den Einsatz von Steroiden gibt es zumindest bei
medikamentenabhangigen Antikérpern keine klare Evidenz.'»* Eine AIHA durch
medikamentds induzierte Autoantikorper kann gelegentlich nach Absetzten des
Medikaments iber Wochen oder gar Monate anhaltenden. In diesen Fallen kann die Gabe

18,21,46

von Steroiden zu einer beschleunigten Genesung beitragen. Die hochdosierte Gabe

von Immunglobulinen i.v. ist in Einzelfdllen bei Kindern beschrieben.®®
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1.7 Prognose der DIIHA

Trotz des initial haufig hoch akuten und dramatischen Verlaufs, ist die Prognose der
medikamentos induzierten Immunhamolysen bei rechtzeitiger Antigenkarenz insgesamt sehr
glinstig. Die Hamolyse bildet sich in der Regel innerhalb weniger Tage zuriick und eine
hamatologische Stabilisierung ist innerhalb von 1 - 2 Wochen zu erwarten.?! Jedoch kommt
es bedingt durch massive Hb-Abféille und daraus resultierender Komplikationen (z.B.
Verbrauchskoagulopathie, Nieren- und Leberversagen, Schock) immer wieder zu todlich
verlaufenden Fallen. Vor allem durch Ceftrioxon ausgeldste Immunhdamolysen sind mit einer

24,77,87

hohen Letalitat insbesondere bei Kindern behaftet. Im Falle medikamentos induzierter

Autoantikdrper kann die Hamolyse auch nach Absetzen des auslésenden Medikaments

persistieren und der DAT kann noch iiber Wochen oder Monate positiv bleiben, "%
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2. Eigene Arbeiten

Die vorliegende kumulative Habilitationsschrift umfasst sechs Originalarbeiten, deren

Ergebnisse im nachfolgenden kurz zusammengefasst werden.

2.1 Neue Aspekte zur Inzidenz, Klinik und Serologie medikamentds induzierter

Immunhamolysen

2.1.1 Medikamentos induzierte Immunhamolysen: Ergebnisse der Berliner Fall-Kontroll-
Surveillance-Studie (FAKOS)

Garbe E, Andersohn F, Bronder E, Klimpel A, Thomae M, Schrezenmeier H, Hildebrandt M,
Spdth-Schwalbe E, Griineisen A, Mayer B, Salama A, Kurtal H. Drug induced immune
haemolytic anaemia in the Berlin Case-Control Surveillance Study. British Journal of

Haematology 2011 Sep,;154(5):644-53. doi: 10.1111/j.1365-2141.2011.08784.x

Die medikamenteninduzierte immunhamolytische Andamie (DIIHA) ist eine seltene, schwer-
wiegende Nebenwirkung verschiedenster Medikamente. Sie ist allgemein nur wenig bekannt
und vermutlich unterdiagnostiziert. Im Rahmen der Berliner Fall-Kontroll Surveillance-Studie
(FAKOS) wurde eine mégliche medikamentenése Atiologie neu aufgetretener Immun-
hamolytischer Andamien (IHA) untersucht. Ziel der Studie war es, das Spektrum der
Medikamente, die mit einer DIIHA assoziiert sind, zu charakterisieren sowie das mit der
Medikamenteneinnahme verbundene Risiko einer IHA in einem Fall-Kontroll-Design zu
guantifizieren.

Stationare und ambulante Patienten mit neu aufgetretener IHA und Patienten der Kontroll-
gruppe wurden zwischen 2000 und 2009 in 50 Berliner Krankenhadusern (>180 klinische
Abteilungen), sowie 17 hamato-onkologischen Praxen und 21 Laboratorien durch aktive
Surveillance ermittelt. Chronische Falle wurden in einem Follow-up nach 6 oder mehr
Monaten identifiziert. Fir alle Patienten mit Verdacht auf DIIHA wurde die Arzneimittel-
exposition ermittelt und eine standardisierte Kausalitatsbeurteilung entsprechend den
Kriterien der Kausalitatsbeurteilungsmethode der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
durchgefihrt, um eine mogliche Arzneimittelatiologie abzuschatzen.

Insgesamt wurden 134 Falle (124 ambulant, 10 stationar) einer neu aufgetretenen IHA

identifiziert, davon 59 Fallen mit zumindest wahrscheinlicher Kausalitat der IHA mit einer
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Medikamenteneinnahme. Am haufigsten wurden Diclofenac, Fludarabin, Oxaliplatin,
Ceftriaxon und Piperacillin mit 14, 6 und jeweils 3 Patienten als sichere oder wahrscheinlich
Ursache einer IHA eingestuft. In einer Fall-Kontroll-Analyse, die alle 124 ambulant
entwickelten Falle einer IHA und 731 Kontrollpatienten umfasste, wurden signifikant
erhohte Odds Ratios (OR) fir Beta-Laktam-Antibiotika (OR = 8.8; 95% Konfidenzintervall [CI]
3.2-25.2), Cotrimoxazol (OR = 6.5; CI 1.1-37.9), Ciprofloxacin (OR = 6.9, Cl 1.3-38.5),
Fludarabin (OR = 22.2; Cl: 2.8-454.5) und Lorazepam (OR = 5.3; Cl: 1.2-21.2) beobachtet.
Unter Ausschluss neu auftretender Falle mit einem chronischen Krankheitsverlauf einer IHA

zeigte sich auch ein erhohtes Risiko fiir Diclofenac mit einem OR von 3.1 (Cl 1.3-7.).

Es handelte sich um die erste und bisher einzige Fall-Kontroll-Studie, in der systematisch
Medikamente als mogliche Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer IHA untersucht wurden.
Im Ergebnis bestatigte sich in der standardisierten Kausalitatsbewertung ein erhéhtes Risiko

far bestimmte Medikamente.
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2.1.2 Variabilitdit medikament6s induzierter Inmunhamolysen
Mayer B, Bartolmds T, Yiirek S, Salama A. Variability of Findings in Drug-Induced Immune
Haemolytic Anaemia: Experience over 20 Years in a Single Centre. Transfusion Medicine and

Hemotherapy 2015 Sep;42(5):333-9. doi: 10.1159/000440673

Die medikamenteninduzierte immunhdmolytische Anamie (DIIHA) ist gekennzeichnet durch
einen plotzlichen Abfall des Himoglobins im Zusammenhang mit einer Medikamentengabe.
Die Klinik ist sehr variabel und die exakte Diagnose oftmals erschwert und wenigen Spezial-
laboren vorbehalten. Ferner ist das Spektrum der Medikamente, die eine DIIHA verursachen
kénnen, nur unzureichend bekannt. Daher kommt es immer wieder zu Fehldiagnosen.

In dieser Arbeit wurden kumulativ alle Falle von DIIHA vorgestellt, die in den Jahren 1996 —
2015 am Institut flir Transfusionsmedizin der Charité diagnostiziert und deren auslosende
Substanz serologisch bestatigt wurden. Ziel der Arbeit war es, einen Uberblick iiber die Klinik
und die serologischen Besonderheiten der DIIHA zu geben und auf diese Weise einen Beitrag

zur verbesserten Diagnose der Erkrankung zu leisten.

Insgesamt wurden 73 Falle einer DIIHA identifiziert, die mit 15 verschiedenen
Medikamenten assoziiert waren. Die am haufigsten als Ausldser einer IHA identifizierten
Einzelmedikamente waren Diclofenac (n=23), Piperacillin (n=13), Ceftriaxon (n=12) und
Oxaliplatin (n=10). Insgesamt waren diese vier Medikamente fiir mehr als 80% aller nach-
gewiesenen Falle einer DIIHA verantwortlich. Soweit eruierbar, war die Hdmolyse bei allen
Patienten akut, und in 90% der Fdlle lagen Zeichen einer intravasalen Hamolyse vor. Die
Hamolyse flihrte bei 17 Patienten (23%) zum Tod. Bei den (ibrigen Patienten kam es zu einer
Restitutio ad integrum, jedoch kam es als Komplikation der akuten Hamolyse bei 11
Patienten zur Schocksymptomatik bzw. zu einem voriubergehendem Nieren- und / oder
Leberversagen. In 31 (42%) der Falle wurden die initialen klinischen Symptome

fehlinterpretiert und eine DIIHA primar ibersehen.

Mit Ausnahme eines Patienten, dessen Blutprobe erst 6 Monate nach dem hamolytischen
Ereignis untersucht wurde, war der DAT bei allen untersuchten Proben positiv. Ein positiver
DAT zumindest mit Anti-C3d wurde in 65 Fallen gefunden, eine isolierte Beladung der

autologen Erythrozyten mit IgG lag in 6 Fallen und mit IgA nur in 1 Fall vor. Die initialen
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serologischen Ergebnisse zeigten typische Merkmale einer AIHA vom Warmetyp in 27 (37%)

Fallen und einer AIHA vom Kaltetyp in 3 (4%) Fallen.

DIIHA ist eine seltene, aber potenziell lebensbedrohliche Erkrankung, die in Betracht
gezogen werden sollte, wenn ein Patient unter medikamentdser Behandlung eine Hamolyse
entwickelt. Wie wir mit unseren Daten zeigen konnten, weist die DIIHA in allen Aspekten,
einschlielRlich ihrer Pathogenese und der klinischen und serologischen Befunde eine groRe
Variabilitdt auf. Fehldiagnosen sind haufig. Eine DIIHA sollte bei allen Patienten mit einer
akuten Hamolyse, die sich serologisch als AIHA vom Warme- oder Kaltetyp prasentiert, in
Betracht gezogen werden. Der wichtigste serologische Befund ist ein positiver DAT, der in

der Regel mit Anti-C3d positiv ist.

Die Arbeit erlaubt ferner erstmals einen Uberblick tiber das Spektrum DIIHA auslésender
Medikamente in Deutschland und belegt die Bedeutung von Piperacillin nach Diclofenac als

Ausléser einer immunhamolytischen Andamie.
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2.2 Klinische und serologische Besonderheiten bisher nicht beschriebener Substanzen als

Ausléser einer medikamentos induzierten immunhamolytischen Anamie

Hinweisend auf eine DIIHA ist in der Regel eine akute hamolytische Andamie unklarer Genese
im Zusammenhang mit einer Medikamenteneinnahme. Eine besondere Herausforderung bei
der Diagnostik bisher nicht beschriebener Substanzen stellt dabei die serologische Testung

dar, da nichts Gber die in der Regel substanztypische Reaktivitat der Antikérper bekannt ist.

In den beiden nachfolgenden Publikationen werden die klinischen und serologischen
Besonderheiten der Primarbeschreibungen einer DIIHA durch Etoricoxib und lomeprol ndher

erlautert.

2.2.1 Etoricoxib

Mayer B, Genth R, Dehner R, Salama A. The first example of a patient with etoricoxib-induced
immune hemolytic anemia. Transfusion 2013 May;53(5):1033-6. doi: 10.1111/j.1537-
2995.2012.03843.x

Verschiedene nichtsteroidale Antirheumatika (NSAID) sind als Verursacher einer
medikament6s induzierten Immunhdmolyse (DIIHA) bekannt. Seit den 1990-iger Jahren
werden zunehmend Cyclooxygenase-2-Hemmer (Coxibe) fir die Behandlung von Schmerzen
und Entziindungen eingesetzt, da sie weniger gastrointestinale Nebenwirkungen haben als
die traditionellen NSAID. Bis 2013 war von den Coxiben nur Etodolac als Ausléser einer DIIHA

beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals Uiber Etoricoxib berichtet, einem selektiven Coxib,
der bei einem 84-jahrigen Patienten zu einer hamolytischen Anamie fihrte. Obwohl es sich
um medikamentds induzierte Antikorper vom sog. ,,Immunkomplex“-Typ handelte, welche
Ublicherweise eine abrupte und intravasale Hamolyse verursachen, war die resultierende
Immunhamolyse liberwiegend extravasal und bildete sich nur allmahlich aus. Die Klinik und
das serologische Bild dhnelten dem von warmereaktiven Autoantikérpern, daher wurde
initial eine AIHA vom Warmetyp vermutet. Aus serologischer Sicht war der einzige Hinweis
auf medikamenteninduzierte Antikorper der klassische Befund eines nicht reaktiven Eluats.

Erst die weitere serologische Spezialdiagnostik erbrachte die korrekte Diagnose.
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Der DAT war stark positiv mit Anti-IgG und -C3d. Der Nachweis medikamentenabhangiger
Antikoérper gelang sowohl mit Etoricoxib-gecoateten Testerythrozyten als auch deutlich
starker in der Testung von Erythrozyten in Gegenwart von ldslichem Etoricoxib und seiner
Urin-Metabolite. Ferner konnten in der akuten Phase auch Kreuzreaktivitaten der Antikdrper

mit verschiedenen anderen NSAID bzw. Coxiben nachgewiesen werden.

Unsere Untersuchungen zeigten erstmals, dass Etoricoxib eine akute IHA verursachen kann,
welche durch komplementaktivierende IgG-Antikdrper ausgeldst wird. Wenngleich dies bei
unserem Patienten nicht der Fall war, haben diese Antikérper grundsatzlich das Potential
eine intravasale Immunhamolyse zu verursachen. Dies wurde durch einen zweiten, 2019
publizierten Fall bestdtigt, bei dem es zu einer akuten Etoricoxib induzierten

Immunhdmolyse mit nachfolgendem Nierenversagen kam.?’
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2.2.2 lomeprol

Mayer B* Leo A* Herziger A, Houben P, Schemmer P, Salama A. Intravascular Immune
Hemolysis caused by the Contrast Medium lomeprol. Transfusion 2013 Oct;53(10):2141-4.
*geteilte Erstautorenschaft; doi: 10.1111/trf.12089

lomeprol ist ein nicht-ionisches jodhaltiges monomeres Rontgenkontrastmittel, welches seit
1995 in Europa auf dem Markt ist. lomeprol besitzt eine Halbwertszeit von ca. 110 min und
wird unverandert renal ausgeschieden. Unerwiinschte Ereignisse im Zusammenhang mit
lomeprol sind denen &dhnlich, die bei anderen nicht-ionischen Kontrastmitteln beobachtet
werden und bestehen im Wesentlichen aus Uberempfindlichkeitsreaktionen, Nieren-
funktionsstorungen und Hyperthyreose. In der vorliegenden Arbeit wird eine 34-jahrige

Patientin beschrieben, die nach Injektion von 50 ml lomeprol eine massive IHA entwickelte.

Wahrend der Infusion kam es zu einem abrupten Abfall des Hamoglobinwerts von 9,1 g/dI
auf 2,6 g/dl einhergehend mit einem Anstieg des freien Hamoglobins auf 45 mg/dl und des
LDH von 228 auf 727 IU/ml. Zunachst wurde eine allergische Reaktion angenommen, und als
die Hamolyse offensichtlich wurde, wurde eine toxische Hamolyse vermutet. Die
serologische Nachuntersuchung ergab jedoch einen lomeprol-abhangigen erythrozytaren

Antikorper.

Der DAT wies eine deutliche aber isolierte C3d-Beladung auf. Im Plasma war ein pan-
agglutinierender lomeprol-abhadngiger Antikorper der Subklasse IgM nachweisbar, welcher
nach Dialyse des Plasmas deutlich abgeschwacht reagierte. Der Antikérper zeigte keine
Kreuzreaktivitdt mit zwei weiteren niedermolekularen, nicht-ionischen Rontgenkontrast-
mitteln (lohexol, lopromide). Zusatzlich waren IgG-Autoantikérper mit e-Spezifitat

nachweisbar, die moglicherweise ebenfalls durch lomperol induziert waren.

Eine IHA im Zusammenhang mit Rontgenkontrastmitteln wurde zuvor nur einmal 1991
beschrieben. Die vorliegende Arbeit belegt, dass die Entwicklung einer IHA als seltenes Risiko

einer Rontgenkontrastmittelgabe in Betracht gezogen werden sollte.

Nachfolgend diagnostizierten wir einen weiteren Fall einer IHA durch das strukturell dhnliche
Roéntgenkontrastmittel lohexol.®’ Maurin et al. beschrieben 2018 einen zweiten Fall einer

durch lomeprol verursachten akuten und schweren IHA.®° Die Daten dieser Publikationen
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unterstltzen die Bedeutung von Rontgenkontrastmitteln als Ausloser akuter und schwerer

Immunhamolysen.
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2.3 Besonderheiten Piperacillin-induzierter Imnmunh3dmolysen

2.3.1 Klinik und Serologie Piperacillin-induzierter Immunhamolysen: Ergebnisse einer
Fallserie

Mayer B, Yiirek S, Salama A. Piperacillin-induced immune hemolysis: new cases and a concise
review of the literature. Transfusion 2010 May;50(5):1135-8. doi: 10.1111/.1537-
2995.2009.02544.x.

Piperacillin, ein 3-Lactam-Antibiotikum, hat das breiteste Wirkungsspektrum aller Penicilline
und wirkt sowohl im grampositiven wie gramnegativen Bereich, inklusive gegen sogenannte
Problemkeime wie Pseudomonas aeruginosa und Enterobakterien. Daher wird es haufig bei
Patienten mit schweren Infektionen eingesetzt. Da Piperacillin nicht R-Lactamase stabil ist,

wird es Ublicherweise mit einem R-Lactamase-Inhibitor, z.B. Tazobactam, kombiniert.’*

Schon kurz nach der Markteinfihrung in den 1980-iger Jahren wurde erstmals tber eine
Piperacillin-induzierte Anamie und Leukopenie berichtet.? Es folgten eine Reihe serologisch
bestatigter Falle Pipercillin-induzierten Autoimmunhamolytischen Anamie, fast ausnahmslos

handelte es sich dabei um Einzelfallberichte.®>%*%’

In der vorliegenden Fallserie konnte bestatigt werden, dass Piperacillin im Gegensatz zu
Penicillin Medikamentenabhangige Antikoper vom sog. ,,Immunkomplextyp” verursacht und
dass die Hamolysen in der Regel abrupt und intravasal sind. Ein Patient verstarb, bei einem
Patienten war die Hamolyse mit einem akuten Nierenversagen und in einem weiteren Fall
bei Abfall des Hamoglobinwerts auf 1,6 g/dI mit einer voriibergehenden Schocksymptomatik
assoziiert. Es handelte sich dabei um den bisher im Rahmen einer Piperacillin-induzierten
Autoimmunhadmolyse beschriebenen niedrigsten Hamoglobinwert, der zu einer Restitutio ad
integrum geflihrt hat. Der DAT war bei allen Patienten positiv mit Anti-lgG und haufig
zusatzlich auch mit Anti—C3d, was fiir eine Komplementaktivierung der ursachlichen Anti-
korper spricht. Ferner konnte erstmals gezeigt werden, dass einige der Antikorper gegen
Piperacillin nur in der Testung mit ex-vivo Metaboliten reagieren. Dies ist auch von anderen
medikamentenabhangigen Antikorpern, insbesondere gegen Diclofenac bekannt, und

unterstreicht den Stellenwert der Testung von Urinmetaboliten zur Sicherung der Diagnose.
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Zudem wurde erstmals eine mogliche Assoziation zwischen Piperacillin-induzierter Immun-
hamolyse und Patienten mit Mukoviszidose (Cystische Fibrose, CF) hergestellt. So litten 5 der
8 (63%) untersuchten Patienten und mind. 3 der davor publizierten Falle einer Piperacillin-
induzierten Autoimmunhamolyse an einer Mukoviszidose. Diese Assoziation wurde durch

eine Reihe sich anschlieRender Fallberichte bestatigt
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2.3.2 Risiko einer Piperacillin-induzierten immunhamolytischen Andmie bei Patienten mit
Cystischer Fibrose

Réhmel J, Specht P, Staab D, Schwarz C, Salama A*, Mayer B*. Risk of piperacillin-induced
hemolytic anemia in patients with Cystic Fibrosis and antipseudomonal treatment: a
prospective observational study. Transfusion 2019;59:3746-3754
*geteilte Letztautorenschaft; doi: 10.1111/trf.15591

Auf der Basis der Beobachtungen aus der vorangegangenen Studie aus 2010, die eine
erhohte Inzidenz Piperacillin-induzierter Immunhamolysen bei Patienten mit Mukoviszidose
vermuten lie, wurde eine prospektive Beobachtungsstudie durchgefiihrt. Ziel war die
Ermittlung der Pravalenz von medikamentenabhangigen Antikdrpern und der Inzidenz einer
DIIHA. Als Modellkohorte wurden Patienten mit Mukoviszidose gewahlt, die sich in der Klinik
fir Padiatrie mit Schwerpunkt Pneumologie, Immunologie und Intensivmedizin der Charité
in Behandlung befinden, da es sich hierbei um ein sehr gut charakterisiertes Patienten-

kollektiv im Hinblick auf vorausgegangene Antibiotikagaben und -intervalle handelt.”®

Eingeschlossen wurden Patienten, die zwischen Oktober 2015 und Juni 2016 zur i.v.
Antibiose stationar behandelt wurden und mindestens 3 vorausgegangene Antibiotikazyklen
erhalten hatten. GemaR Standardprotokoll erhielten alle Patienten zwei i.v. Antibiotika iber
einen Zeitraum von 14 Tagen. Am Tag 3 (+1) und am Tag 12 (+/- 2) erfolgten Proben-
abnahmen zur Untersuchung der Hamolyseparemeter und fiir die serologische Diagnostik
inkl. Testung auf medikamentenabhangige Antikorper. Letztere wurde fir alle parenteralen
Antibiotika durchgefiihrt, die wahrend des jeweiligen Behandlungsverlaufs verabreicht
wurden. Zusatzlich erfolgte bei allen Patienten eine Testung auf Antikorper gegen

Piperacillin / Tazobactam, unabhangig vom aktuellen Behandlungsregime.

Insgesamt wurden 52 Antibiotikazyklen bei 43 Patienten ausgewertet. Piperacillin-abhangige
Antikorper wurden bei zwei der Patienten (4,7%) nachgewiesen. Der DAT war bei beiden
Patienten positiv mit Anti-IgG, nur ein Patient entwickelte eine klinisch manifeste (milde)
AIHA. Beide Patienten hatten vorher wiederholt Piperacillin erhalten ohne offensichtliche
Hamolyse. Antikorper gegen andere Antibiotika wurden nicht nachgewiesen. Eine Analyse
der Risikofaktoren ergab keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Piperacillin-
abhangigen Antikdrpern und der Anzahl an vorangegangenen Antibiotikazyklen oder der

kumulativen Expositionsdosis.
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Durch diese erste prospektive Beobachtungsstudie konnte erstmals wissenschaftlich belegt
werden, dass die Pravalenz Piperacillin-abhangiger Antikoérper bei Patienten mit Muko-
viszidose deutlich hoher ist als bisher vermutet. Ferner wurden die Beobachtungen aus einer
vorangegangenen FaIIbeschreibung99 bestatigt, dass neben den akuten und schweren

Verlaufen, auch subklinische Hdmolysen auftreten.
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Risk of piperacillin-induced hemolytic anemia in patients with

cystic fibrosis and antipseudomonal treatment: a prospective

observational study

Jobst Roehmel,’ Philip Specht,l Doris Staab,” Carsten Schwarz,’ Abdulgabar Salama,®>" and

Beate Mayer

BACKGROUND: Drug-induced immune hemolytic
anemia (DIIHA) is a rare but severe side effect caused
by numerous drugs. Case reports and case series
suggest that piperacillin-related DIIHA may be more
common among patients with cystic fibrosis (CF).
However, the prevalence is speculative. The aim of this
prospective, observational study was determine the
prevalence of DIIHA in such affected patients.
METHODS AND MATERIALS: Patients with CF
hospitalized for parenteral antibiotic therapy at Charité
Universitatsmedizin Berlin, who had previously been
exposed to IV antibiotics, were enrolled. Blood samples
were collected on Days 3 and 12 of antibiotic treatment
courses. Serological studies were performed using
standard techniques with gel cards. Screening for drug-
dependent antibodies (ddab) was performed in the
presence of the drugs and their urinary metabolites.
RESULTS: A total of 52 parenteral antibiotic cycles in
43 patients were investigated. Ddab against piperacillin
were detected in two patients (4.7%). The direct AHG
was positive with anti-lgG only in both patients. However
only one of these patients developed mild immune
hemolytic anemia. Both patients had been repeatedly
treated with piperacillin without any evident hemolysis.
There was no correlation between the exposure to
piperacillin and the prevalence of ddab.
CONCLUSION: Our prospective study indicates that
piperacillin-induced ddab occur more frequently in
patients with CF than previously suggested. The
question related to the significance of piperacillin-
dependent antibodies may reflect new aspects in

this field.
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ith an incidence rate of 14 per 1,000,000

individuals annually, drug induced immune

hemolytic anemia (DIIHA) is a rare but

severe side effect of drug administration."?

Yet, DIIHA is likely underdiagnosed, as symptoms vary and
hemolysis can be overlooked or misdiagnosed.’

More than 130 drugs have been reported to cause DIITHA.

The most common causative agents are second and third

generation cephalosporins, piperacillin, and platinum based

chemotherapies.* The exact pathomechanism of DIIHA is

unknown. One hypothesis is that the immune response to

drugs may be initiated by the interaction of the drug or its

metabolites with the target cell membrane, leading to the for

mation of neoantigens and consequently the production of

drug dependent antibodies (ddab) and/or autoantibodies

(aab)."*” Ddab react only in the presence of the drug and/or

its metabolites and can be classified into two types. Most ddab

of the first type belong to the IgG and/or IgM class and cause
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intravascular hemolysis via complement activation (so called
“immune complex mechanism”). The vast majority of the sec

ond type belong to non complement activating IgG antibodies
(ab), such as penicillin dependent ab, and cause extravascular
hemolysis. In contrast, drug induced aab react with target cells
independent of the drug. They are neither clinically nor sero

logically distinguishable from idiopathic aab and usually cause
extravascular hemolysis.” In addition, some drugs can cause
a positive DAT with or without hemolysis by nonimmunologic
protein adsorption (NIPA).*'°

Very little attention has been paid to the proportion of
patients producing ddab and/or a positive DAT with or with
out hemolytic anemia. In studies dating back to the 1960s,
approximately 3% to 5% of patients receiving large doses of IV
(intravenous) penicillin and up to 30% of patients ingesting
alpha methyldopa for more than 3 months develop a positive
DAT. However, only a small percentage of such patients
develop penicillin dependent or autoimmune IgG mediated
extravascular hemolysis, respectively."!'™'* More recently,
Quillen et al. reported on the prevalence of ceftriaxone
induced antibodies in patients with sickle cell disease (SCD)
and HIV." To our knowledge, there are no other studies deal
ing with the prevalence of drug induced antibodies.

Patients with cystic fibrosis (CF) suffer from chronic
bronchial infections with multi resistant, primarily gram
negative bacteria and require repeated treatment with high
dose antibiotics.'® Previous case reports'’?® and case
series®”*® suggest a higher incidence of DITHA due to
piperacillin in patients with CF compared to the general
patient population. Indeed, more than 50% of the reported
cases of piperacillin induced hemolytic anemia (PIHA) were
observed in patients with CF.?**® PIHA is usually character
ized by acute intravascular hemolysis due to complement
activation,'”'820:222327343537 we recently reported a mild
course of hemolytic anemia due to piperacillin/tazobactam
treatment in a patient with CF.*®

The prevalence of drug induced ab with hemolytic
potential in patients with CF is unknown. This prospective
study was conducted to evaluate the incidence of DIIHA in
patients with CF and to assess the prevalence of ddab to
RBCs as a possible risk factor or biomarker for DIIHA. The
focus was on all relevant antipseudomonal antibiotics to
evaluate their potential in causing DITHA.

METHODS

Setting and study population

This prospective observational study was conducted at the
Charité Universitdtsmedizin Berlin. Patients at the CF center
of the Charité (Pediatric Pneumology Department) were
selected to represent patients with extremely high exposure
to parenteral antibiotics.'® From this cohort of currently
treated 450 patients with CF (320 adults, 130 children),
pediatric (minimum age of 12 years) and adult patients
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were recruited prospectively at the beginning of in hospital
IV antibiotic treatment courses between October 2015 and
June 2016. Inclusion criteria were at least three previous
parenteral antibiotic treatment courses and willingness to
consent. Exclusion criteria were a history of organ trans
plantation. Patients were excluded from the final analysis in
the case of an incomplete (<10 days of IV antibiotics) treat
ment course or incomplete laboratory analysis. The project
was approved by the ethics committee of Charité Uni
versitdtsmedizin Berlin (Number: EA2/079/15).

Study design

After providing written informed consent, patients were
interviewed using a standard questionnaire for drug aller
gies (ENDA Questionaire®®), which is a structured question
naire that evaluates drug allergy history. The following
clinical information was additionally collected for risk factor
analysis: FEV1 predicted (forced expiratory volume in 1 sec
ond, FEV1), CF transmembrane regulator (CFTR) genotype,
microbial colonization, and a detailed quantitative history of
exposure to IV antibiotics. Medical records were reviewed
to expand and verify the information from the interviews.

According to standard protocols, treatment courses for
patients with CF comprised two IV antibiotics for 14 days.*’
For included patients, testing for ddab was performed for all
parenteral antibiotics administered during the respective treat
ment course (aztreonam, ceftazidime, cefepime, meropenem,
imipenem, tobramycin, fosfomycin, colistin, tigecycline, ampi
cillin/sulbactam, and piperacillin/tazobactam). Additionally,
testing for ddab against piperacillin/tazobactam was per
formed for all patients independently from the current treat
ment regime. EDTA samples were collected on Days 3 (+1)
and 12 (+/— 2) of treatment and analyzed within 48 72 hours.
Samples were stored at 2 8°C until further analysis. On Day
3, samples from 24 hour urine collections were taken for test
ing of early onset and late onset drug metabolites. Hemoglo
bin and laboratory evidence of hemolysis were investigated on
Days 0, 3, and 12 of the treatment courses, using the following
parameters: reticulocyte count, lactate dehydrogenase, and
haptoglobin. In patients with verified ddab, follow up samples
for the investigation of hemolysis and serological demonstra
tion of antibodies against RBCs were performed up to
6 months after the last antibiotic exposure, depending on
patient availability.

Serological investigation

RBC antibodies were assessed by direct and indirect anti
globulin test (DAT and IAT, respectively) using standard
techniques with gel cards (Bio Rad, Cressier sur Morat,
Switzerland). Antibody screening was performed with
papain treated RBCs on neutral cards in all patients with
positive DAT and/or positive IAT. Monospecific DAT was
conducted using DC Screening I cards (Bio Rad). Eluates

Volume 59, December 2019 TRANSFUSION



ROEHMEL ET AL.

from patients’ RBCs were prepared using the acid technique
(BAG Health Care).

Ddab were investigated using the gel technique with
polyspecific antiglobulin reagents (ID Card LISS/Coombs, Bio
Rad), as previously described, with few modifications.*"**
Briefly, drugs were dissolved in 0.9% NaCl to prepare a
1 mg/mL drug solution. Plasma samples (25 pL) from patients
were incubated for 30 minutes at 37°C with pooled group
0 RBCs (50 pL of a 1% vol/vol suspension) in the presence of
the drugs (25 pL) and with different urinary (ex vivo) metabo
lites of the drugs (50 pL). To obtain early and late onset drug
metabolites, samples from 24 hour urines (autologous urine)
and from at least one different CF patient taking the same
antibiotics were used as described above. In parallel, identical
tests were performed using saline instead of the drug
(Negative control 1). In addition, serum samples from random
donors were incubated with RBCs in the presence of the drug
and the metabolites, respectively (Negative control 2). In cases
of a positive test for ddab in the presence of piperacillin/
tazobactam (drug solution and/or ex vivo metabolites), the test
was repeated using piperacillin and tazobactam as a single
substance. In patients with a positive IAT before drug analysis,
serum samples were dialyzed prior to analysis to eliminate
potential drug residues and retested in the presence of the
culprit drug.*?

RESULTS

Of 58 patients that provided informed consent, 43 patients ful
filled the criteria for analysis. Of these, six patients received
more than one course of antibiotics. In total, 52 antibiotic
cycles were analyzed. The following antibiotics were adminis
tered (number of patients treated): piperacillin/tazobactam
(20), tobramycin (19), colistin (15), ceftazidime (13),

meropenem (11), fosfomycin (7), aztreonam (2), tigecycline
(1), ampicillin/sulbactam (1), cefepime (1), and imipenem (1).
In 33 (63%) of the cycles, a positive IgG DAT was detect

able during antibiotic treatment. A newly positive DAT with
IgG or an increase of RBC bound IgG was detectable in
26 (50%) of the cycles (Day 12 [+/— 2] vs. Day 3 [+1] of antibi

otic treatment). Piperacillin/tazobactam and/or ceftazidime
were involved in 24 of these 26 antibiotic cycles. In the sub

group of patients receiving piperacillin/tazobactam, 39% had
a positive DAT on Day 3 of the treatment course, and 83%
had a positive DAT at the end of the treatment course. Ddab
against piperacillin were detected in two patients.

Patient 1

The first patient was a 50 year old female with previous expo
sure to piperacillin without any evident hemolytic episode.
During the study, she was treated with piperacillin/tazobactam
for 14 days. On Day 3 of treatment, the patient had a weak
positive DAT with IgG and weak positive antibody screening
with papain treated RBCs only. Drug dependent antibody test
ing was weak positive with piperacillin/tazobactam and two
ex vivo metabolites (including autologous patient urine). On
Day 12 of antibiotic treatment, serological reactivity (DAT and
IAT) was markedly increased and an autoantibody with
Rhesus e specificity (auto anti e) was detectable in the
patient’s plasma. After plasma dialysis, the autoantibody dis
appeared, signaling that the culprit drug had still been present
in the patient’s plasma. However, its reactivity was restored in
the presence of piperacillin/tazobactam and five different
ex vivo metabolites. This serological reactivity is typical for
a drug dependent antibody, but not for an alloantibody.
Interestingly, 2 weeks after discontinuation of the drug,
piperacillin dependent antibody reactivity increased and spe
cific ddab were detectable up to 7 months later (Table 1). No
ddab against tazobactam or colistin were detected.

TABLE 1. Serological findings in two patients with piperacillin-dependent antibodies

Patient Ab screening DAT Piperacillin/Tazobactam dependent ab
No. Day IAT Papain Poly 1gG C3d Eluate Drug* Ex vivo (au)’ Ex vivo (allo)*
1 3 0 +++ ++ ++ 0 0 + + +
12 ++ ++++ +++ +++ 0 0 + ++ ++
26 0 + 0 + 0 0 +++ +++ +++
210 0 nt 0 0 0 0 +/ +/ 0
2 3 0 nt 0 nt nt nt 0 0 0
12 0 0 + +/ 0 0 0 0 +
15 0 nt + + 0 0 + + +++
20 0 nt 0 0 0 0 ++ +++ +++
22 0 nt 0 0 0 0 +++ +++ +++
100 0 nt 0 +/ 0 0 0 0 0

Degree of reactivity: 0 (negative), +/

* Drug: piperacillin/tazobactam or piperacillin.

+ Ex vivo (au): autologous urine.

i Ex vivo (allo): urine from other patients taking the same drug (maximum degree of reactivity: in Patient number 1 urine from up to five different
patients was tested after dialysis of the plasma; in Patient number 2 urine from up to four different patients was tested).

Ab = antibodies; nt = not tested; IAT = indirect antiglobulin test; DAT = direct antiglobulin test.

Treatment with piperacillin/tazobactam 3 x 4.5 g/d: Patient number 1 from Day 1 to Day 14; Patient number 2 from Day 1 to Day 12.
(very weak), + (weak), ++ (moderate), +++ (strong) ++++ (very strong).
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Fig. 1. The course of laboratory parameters in the two patients with piperacillin dependent antibodies.

Despite a marked decrease in hemoglobin (from
14.3 g/dL on admission to 10.3 g/dL on Day 12) and detect
able weak ddab on Day 3, continuous piperacillin therapy
led to comparatively mild hemolysis. This was reflected by a
mild increase in LDH and the reticulocyte count, which was
only evident during follow up (Day 26) but not during
piperacillin treatment (Fig. 1).

Patient 2

The second patient was a 23 year old female patient previ
ously exposed to piperacillin without any evident hemolytic
episode who had experienced urticaria once while receiving

piperacillin/tazobactam. She received three courses of anti
biotics during the study. Initially, no ddab were detectable.
On Day 12 of the second antibiotic course with piperacillin/
tazobactam and tobramycin, the DAT became weakly posi
tive with IgG. The antibody screening test was negative in
the absence of any drug, but weakly positive in the presence
of four different ex vivo metabolites of piperacillin/
tazobactam. Follow up samples on Days 3, 8, and 10 after
completion of antibiotic therapy were also positive with a
piperacillin/tazobactam drug solution and testing showed
increasing reactivity during further observation. Three
months later, ddab were undetectable (Table 1). Ddab
against tazobactam or tobramycin were not detected.
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Cumulative exposure to piperacillin/tazobactam within the last 12 months
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Fig. 2. Cumulative exposure to piperacillin/tazobactam within the last 12 months prior to the study in 23 patients. The two patients with

detectable piperacillin dependent antibodies are highlighted in dark gray.

Of note, the patient experienced a decrease in hemo
globin from 11.4 g/dL to 9.9 g/dL and mild to moderately
elevated LDH of unknown reason from admission to Day
3. On Day 12, hemoglobin levels reached a nadir of 9.6 g/dL
with normal LDH levels. Furthermore, haptoglobin levels
and the reticulocyte count remained within normal limits
throughout the observation time. Therefore, the patient did
not show evidence of hemolysis at the time of the first sero
logical detection of ddab to piperacillin (Day 12) (Fig. 1 and
Table 1).

The usual dosage of piperacillin was 4.5 g three times
per day over an average of 13.5 days in the patients without,
and 13 days in the two patients with piperacillin dependent
antibodies. In the former case, the mean interval of the last
piperacillin administration prior to the study was 4.6 months
and in the latter case 7.5 months. The median number of
previous piperacillin treatment courses within 30 months
prior to study recruitment was not significantly different in
patients with and without piperacillin dependent antibodies
(5.5 vs. 2 administrations). There was no correlation between
the cumulative dose of piperacillin and the prevalence of
piperacillin dependent antibodies (Fig. 2). The prevalence of
ddab against piperacillin was 4.7% (2 of 43) in the whole
study, and 5.4% (2 of 37) in the subgroup of patients ever
exposed to piperacillin or piperacillin/tazobactam. Ddab
against other drugs were not detected. Risk factor analysis for
FEV1, exposure to piperacillin/tazobactam, pseudomonal col
onization, and total IgE levels were heterogeneous and did
not reveal significant risks for DITHA.
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DISCUSSION

Drug hypersensitivity in patients with chronic bacterial
infections and high antibiotic exposure is a common clinical
problem. In the high risk cohort of patients with CF, exan
thema, drug fever, and bronchospasm have been reported
to occur in up to 60% of treated patients.'®*>™*> The present
study reports on the first cross sectional prospective trial to
evaluate the incidence of DIIHA as a manifestation of drug
hypersensitivity in patients with CF. The prevalence of
4.7% of piperacillin dependent antibodies to RBCs shows
that this phenomenon is more common than previously
suggested. Our results are supported by previous research
focusing on drug hypersensitivity in CF, which consistently
shows piperacillin as the most immunogenic drug.*®*’
Piperacillin appears to have a higher inclination of causing
DIIHA than other antipseudomonal antibiotics. With the
exception of one suspected case of ceftazidime induced
hemolytic anemia,*® only piperacillin and piperacillin
tazobactam have so far been reported to cause DIIHA in
patients with CF. These findings raise questions regarding
whether PIHA is much more common in the high risk
cohort of patients with CF or in general, with mild manifes
tations potentially escaping detection. A study of a non CF
cohort with high exposure to antipseudomonal antibiotics,
especially piperacillin, would be required to address these
questions.

The onset and the severity of PIHA are variable and
may occur within 1 to 14 days after initiating piperacillin or



piperacillin/tazobactam therapy. Hemoglobin frequently
decreases to 3 5 g/dL'824?6-283L33 o1 even lower levels®>*”
and results in fatalities in up to 6% of cases.”® Therefore,
PIHA has been regarded as a highly acute and life
threatening event, particularly if it remains undetected in
due time. In contrast, the two patients described in the pre
sent study and in a patient from a previously published case
report developed only mild PIHA.*®

There is little information about the immunologic mecha
nism leading to the production of drug dependent antibodies.
In a recent study, drug specific B cells were characterized. In
piperacillin hypersensitive patients with CF, drug responsive B
cells secreting drug specific IgG were detected.*® The signifi
cance of these IgG ab remains unclear. A subsequent study
focused on the specificity of anti piperacillin IgG ab using
structurally related drug protein adducts. Anti piperacillin IgG
was shown to bind with high specificity to piperacillin.*® How
ever, the hemolytic potential of these antibodies has not yet
been evaluated.

It remains unclear whether patients with CF are at a
greater risk of developing piperacillin dependent ab to RBCs
simply due to high antibiotic exposure or if other
predisposing factors exist. Descriptive analysis of risk factors
in our study did not reveal trends for FEV], total serum IgE,
or cumulative exposure to specific antibiotics. The presence
of an association between hypersensitivity reactions to antibi
otics and drug induced hemolysis of RBCs remains ambigu
ous. Patient number 2 had urticaria and our previous patient
(described in the case report by Meinus et al.*®) had drug
fever due to piperacillin before developing PIHA. In these
two cases, a sequence of different immune responses to
piperacillin could be observed. In our patient cohort with
and without detectable piperacillin dependent antibodies,
there was no difference in the occurrence of previous allergic
drug reactions to piperacillin. The only risk factors presently
identified are piperacillin exposure and the diagnosis of CF.

While the cumulative dose of single antibiotics has
been shown to be a risk factor for general drug hypersensi
tivity in patients with CF,'® an association between the
administered drug dose and the occurrence of DITHA is not
likely.® This is also supported by the results in the present
study. Furthermore, repeated exposure to the same drug
has been suggested to be important in the antibody forma
tion process and DIIHA development.®*"*%! The latter
findings are in line with the results of this study. Both of the
patients described with PIHA were treated recurrently with
piperacillin.

Another important issue is a potential predisposition
between CF related cofactors and the development of ddab
and DITHA. Altered CF transmembrane conductance regula
tor (CFTR) in CF patients has been hypothesized to poten
tially play an important role. The mutation in CFTR causes
decreased nitrous oxide production, leading to vasoconstric
tion and an enhanced risk of intravascular RBC sludging.
This may explain why patients with CF are more susceptible
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to severe forms of DITHA.?® The chronic hyperinflammatory
state in CF patients may also be crucial,'*** as inflammation
is associated with a higher probability of alloimmunization.
This might be comparable to the alloimmunization process
of transfused RBC, whereby an increased inflammatory sta
tus of the recipient appears to enhance the immune
response to transfused antigens.>

Whether patients with mild hemolysis can have a
sequence to severe intravascular hemolysis with comple
ment activation under repetitive treatment with the culprit
drug is an open question.>**®> There is some evidence that
the complete clinical picture of PIHA in patients with CF
might be preceded by a mild hemolytic episode, which may
be overlooked in some cases.”® In Garcia, Gala and col
leagues report on a patient with immune hemolysis due to
piperacillin/tazobactam, the patient developed weak posi
tive DAT, hemolysis, and increased serological reactivity
under continuous treatment with the drug.?® This is in line
with the clinical course of Patient number 1, in which the
serological picture changed remarkably under continuous
treatment with piperacillin/tazobactam. The patient eventu
ally showed a strong positive DAT, negative eluate (without
adding piperacillin), and detectable auto anti e antibodies.
In addition, there was laboratory evidence of hemolysis.

The significance of ddab and/or a positive DAT without
clinical or laboratory signs of hemolysis is rather specula
Ceftriaxone induced RBC antibodies have been
reported to be common in children with SCD or human
immunodeficiency virus (HIV) infection, with a high likeli
hood of ceftriaxone exposure. The reported prevalence was
5.3 and 15.6%, respectively. Only two of the eight patients
with detectable ddab developed hemolysis, with one fatal
case.'® As ceftriaxone is rarely used in patients with CF due
to its poor antipseudomonal activity, there are no equivalent
data concerning the prevalence of ceftriaxone induced anti
bodies in the CF patient group.

The pathomechanism may be somewhat comparable to
that in patients receiving large doses of penicillin or alpha
methyldopa, where only a proportion of patients that develop
a positive DAT and/or aab develop DIIHA or autoimmune
hemolysis, respectively.? In patients with warm reactive aab of
IgG type, the ability to activate complement has been pro
posed as one of the variables that predict the occurrence of
severe hemolysis."”*® Most of the reported cases of PIHA impli
cate a complement mediated intravascular process. Only a
few cases with severe hemolysis without detectable comple
ment fragments on patient RBC have been described.?>%%*
The observation that both of the patients with piperacillin
dependent ab in our study did not develop severe or signifi
cant hemolysis may be explained by the occurrence of non
complement activating IgG ab. Further studies are required to
determine predictive factors to identify patients with detect
able ddab at risk of developing DIIHA.

The clinical significance of the frequently observed pos
itive DAT under antibiotic treatment in our study remains

tive.
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unclear. Penicillin and cephalosporin administered in large
doses can frequently lead to a positive DAT and hemolysis
in a few cases. Some drugs are able to alter the RBC mem
brane, leading to protein (e.g., immunoglobulins) uptake
and as a result to positive DAT in immunohematology test
ing, the so called “nonimmunological protein adsorption
(NIPA).”*'® Therefore, NIPA is independent of the drug
antibody formation. NIPA is known to occur as a result of
the tazobactam but not the piperacillin component of
piperacillin/tazobactam.>” The high rate of positive DATSs in
patients treated with ceftazidime was unexpected, as this
has only been described previously in other cephalospo
rin’s, e.g., cefotetan, cephaloridine, and cephalothin.4

In summary, the repetitive use of piperacillin can lead
to piperacillin dependent antibodies in a certain number of
patients (with CF) and subsequently lead to clinically rele
vant PIHA in a portion of these patients. The predictive
value of ddab detection per se and potential predisposing
factors for developing severe hemolysis in these patients
need to be addressed in future studies.

Strengths and limitations

To the best of our knowledge, this study is the first prospective
study on DITHA in patients with CF. To date, DIIHA has been
regarded as a rare complication of drug treatment. Despite the
limited number of patients enrolled, our data suggest a higher
prevalence of piperacillin induced antibodies in the high risk
cohort of patients with CF and suggest a new recommenda

tion for patient safety in high risk cohorts.

A potential bias lies in patient selection toward patients
with advanced lung disease because of their higher need for
parenteral antipseudomonal treatment and the exclusive
recruitment of patients from the inpatient ward. Such
patients frequently have high levels of inflammation that
may favor adverse reactions. Therefore, the transferability of
the high incidence of DIIHA in this study to other cohorts
with lower levels of inflammation may be limited.

A limitation of our study might have been that we used
plasma but no serum samples. Some ddab activate comple
ment. In these cases, the use of serum might be better than
the use of plasma. Furthermore, we used drug solution for
testing but no drug coated RBCs. For the investigation of
piperacillin ddab, testing in the presence of the drug is the
more reliable method compared to using drug coated
RBCs.’® However, in the samples which were negative in
our study, we could have missed ddab against other
antipseudomonal antibiotics only reacting with drug coated
RBCs. Therefore the prevalence of ddab in our study might
have been underestimated.

Finally, the present study has provided insight on an
important issue for the safety of patients with CF and all
patients with chronic exposure to piperacillin. Following the
detection of drug dependent hemolytic antibodies, the only
recommendation that can be presently made is the life long
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avoidance of the culprit antibiotics. Furthermore, as a posi
tive DAT is known to be a necessary but insufficient condi
tion for hemolysis, we suggest screening patients with
repeated and/or high exposure to piperacillin for a positive
DAT. Patients that develop a positive DAT under piperacillin
treatment should be closely monitored for hemolysis and/or
screened for the presence of piperacillin dependent ab.

Our findings should be confirmed in a multicenter pro
spective trial to confirm the high incidence of DIIHA in
patients with CF and in other high risk patient cohorts.
Additionally, risk factor analysis in a larger cohort may
reveal new findings.
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3. Diskussion

Die Relevanz medikamentds induzierter AIHA ergibt sich einerseits aus dem in der Regel
akuten Krankheitsbild mit schwer verlaufenden Hamolysen und begleitenden Kompli-
kationen wie akutem Nierenversagen und einer substanzabhangigen Letalitdt von bis zu
50%, andererseits aus der Problematik der korrekten Diagnosestellung.*® Obwohl der
Zusammenhang zwischen einer Medikamenteneinnahme und der Ausbildung einer
Immunhamolyse seit Gber 60 Jahren bekannt ist, wird eine DIIHA haufig Gbersehen. Die
Ursachen hierfiir sind vielfaltig und schlieen mangelnde Kenntnis des Krankheitsbildes und
groRe Variabilitat der klinischen Symptome mit ein. Daher werden vermutlich insbesondere
mildere Formen haufig Ubersehen. Anderseits beruhen viele Berichte tiber eine DIIHA nur
auf dem zeitlichen Zusammenhang mit der Medikamentengabe. Die serologische Diagnostik
einer DIIHA erfordert Erfahrung und wird daher nur an einigen wenigen Referenzlaboren
angeboten. Alle diese Faktoren flihren dazu, dass die tatsachliche Inzidenz der DIIHA nicht

bekannt ist.

Eine weitere Besonderheit der DIIHA stellt die kausale Therapieoption dar. Die Hamolyse ist
nach Wegfall des Agens in der Regel selbstlimitierend. Komplikationen und letal verlaufende

Falle konnen jedoch bei verspateter oder unerkannter Diagnose vorkommen,5876:80,100-102

Ziel der unter Gliederungspunkt 2 dargelegten Originalarbeiten war es daher, die Kenntnisse
Uber DIIHA zu erweitern und neue Aspekte zur Verbesserung der Diagnostik der DIIHA
einzubringen. Schwerpunkte lagen dabei auf dem Spektrum und dem Risiko verschiedener
Medikamente als Ausloser einer DIIHA, der Beschreibung bisher nicht identifizierter
Substanz(gruppen), sowie erstmals der systematischen Charakterisierung der klinischen und
serologischen Besonderheiten einer Piperacillin-induzierten Immunhdamolyse, einschliel3lich

moglicher Krankheitsassoziationen.

3.1 Medikamentenspektrum

Das Spektrum der Medikamente, die hdufiger eine DIIHA ausldsen, hat sich in den letzten
Jahrzehnten grundlegend verandert. Entscheidend sind hierflir vor allem der gednderte
Arzneimittelverbrauch sowie die Entwicklung neuer Substanzen. Wahrend in den USA in den

1970er Jahren mehr als 90% aller DIIHA durch Penicillin und a-Methyldopa verursacht
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wurden, haben seit den 1990er Jahren vor allem Cephalosporine der zweiten und dritten

Generation beide Substanzen vollkommen abgelc’jst.zo'49

Entsprechende Daten zum
Spektrum der mit DIIHA assoziierten Medikamente fiir Deutschland fehlten bislang und
wurden erstmals im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschrieben. Diclofenac, Piperacillin,
Ceftriaxon, Oxaliplatin sowie in der Berlin Fall-Kontroll-Studie Fludarabin, wurden dabei als

hiufigste Ursache fir eine DIIHA identifiziert.*>%°

Die Ergebnisse bestdtigen damit bisher
publizierte Beobachtungen aus den Ubersichtsarbeiten von Wright und von Salama, die
ebenfalls Cephalosporine der 2. und 3. Generation, Diclofenac, platinhaltige Chemo-
therapeutika und Fludarabin am haufigsten als Ausloser eine DIIHA in Verbindung

brachten.'®!

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten untermauern
ferner die Bedeutung von - Lactam Antibiotika, insbesondere Ceftriaxon und Piperacillin, als
Ursache einer DIIHA.2® Der Anteil an Cephalosporinen war jedoch deutlich geringer als in

zwei vergleichbaren US-amerikanischen Fallserien.*®®

Der Hauptanteil wurde dort durch
Cefotetan verursacht, ein Cephalosporin welches in Deutschland nur kurzfristig auf dem
Markt war. In den beiden letzten Jahrzehnten gewann Piperacillin, sowohl die Haufigkeit als

2049 Dies konnten wir in

auch die klinische Relevanz betreffend, zunehmend an Bedeutung.
unserer Studie bestdtigen, in der Piperacillin mit 18% der Falle die zweithaufigste Ursache

einer DIIHA darstellte.°

Der Zusammenhang zwischen Diclofenac-Einnahme und einer DIIHA wurde in verschiedenen
Fallberichten und Fallserien (Ubersicht in Ahrens et al.”®) beschrieben. In der vorliegenden
Arbeit wurde Diclofenac mit Abstand am haufigsten als Ursache einer DIIHA identifiziert™
und stellt mit 23 Fallen die bisher grofite publizierte Fallserie einer Diclofenac-induzierten
Immunhamolyse dar.®’ Die deutliche Differenz in der Haufigkeit im Vergleich zu den USA®
spiegelt sehr wahrscheinlich den Unterschied im Konsum dieses Medikaments in beiden
Staaten wider. In Deutschland zahlte Diclofenac 2012 zu den am haufigsten verschriebenen

104

nichtsteroidalen Antirheumatika.”™" In den USA ist das Medikament im Vergleich von unter-

195 vor allem aufgrund der Gefahr von gastro-intestinalen und kardio-

geordneter Bedeutung.
vaskuldaren Nebenwirkungen wird Diclofenac auch bei uns zunehmend durch andere nicht-
steroidale Antiphlogistika, wie z.B. selektive COX-2-Hemmer, ersetzt. Daher ist zukiinftig ein
Riickgang Diclofenac-induzierter Immunhamolysen zu erwarten. Jedoch sind auch COX-2-
Hemmer in seltenen Fallen mit einer DIIHA assoziiert. Das konnten wir 2013 erstmals fir

106

Etoricoxib belegen, > 2019 folgte ein weiterer Fallbericht.®
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Grundsatzlich kann jedes Medikament eine DIIHA hervorrufen. Wenngleich einige
Medikamente haufiger als Ausloser fiir eine DIIHA beschrieben wurden, gibt es doch eine
Vielzahl von Substanzen, fir die bisher jeweils nur einzelne Félle einer serologisch
bestatigten DIIHA publiziert wurden. Insbesondere liber neuere Medikamente sind die
Informationen oft begrenzt oder fehlen. In einer Ubersicht von Garretty und Arndt aus dem
Jahr 2014 wurden insgesamt 136 verschiedene Substanzen mit ausreichender Evidenz als
Ausloser einer DIIHA identifiziert. Dabei waren von 89 Substanzen weltweit weniger als 5
Falle beschrieben worden.'® Dies trifft auch auf unsere beiden Erstbeschreibungen lomeprol

bzw. Etoricoxib zu.*%®’

Obwohl es sich hierbei keineswegs um selten eingesetzte
Substanzen handelt, wurden weitere DIIHAs bei diesen Medikamenten bislang nur noch

zweimal®®®® bzw. ein weiteres Mal beschrieben.®

Die Pathogenese der medikamentds induzierten Immunhamolyse ist vermutlich komplex
und bisher nicht geklart. Es stellt sich die Frage, ob das Risiko einzelner Substanzen eine
DIIHA auszuldsen unterschiedlich ist. Unklar ist ferner, ob es individuelle pradisponierende
Faktoren gibt, die zur Immunisierung und nachfolgender Bildung von medikamenten-
induzierten Antikorper fiihren. Diese Arbeit lieferte erstmals Hinweise, dass eine
Mukoviszidose eine mogliche Disposition flr eine Piperacillin-induzierte Immunhamolyse

darstellen konnte.

3.2 Komplexitat und Fallstricke bei der Diagnostik einer medikamentds induzierten
immunhamolytischen Anamie

Bei Medikamenten, die nicht typischerweise oder gar nicht daflir bekannt sind, dass sie eine
DIIHA auslosen, fihrt dies haufig zum Verkennen der wahren Ursache fiir die hamolytische
Andamie. Aber auch durch bereits mehrfach beschriebene Medikamente ausgeldste DIIHAs
werden aufgrund der duBerst variablen Klinik und komplexen Serologie haufig fehlinter-

pretiert.

In der Regel ergibt sich der erste Verdacht auf eine DIIHA durch den raschen Abfall des
Hamoglobins aufgrund eines hamolytischen Prozesses unklarer Genese in Zusammenhang
mit einer Medikamenteneinnahme. Typischerweise handelt es sich dabei um ein

Medikament, welches bereits friher ohne Probleme appliziert wurde (primére
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Immunisierung und nachfolgende Hamolyse bei Re-Exposition). Aber auch jedes kirzlich
begonnene oder intermittierend angewendete Medikament spielt in der Pathogenese einer
DIIHA eine bedeutende Rolle. Der Verdacht wird durch eine gezielte Anamnese und Testung
auf substanzspezifische medikamentenabhangige erythrozytare Antikérper erganzt.
Beweisend ist im weiteren Verlauf ferner die Selbstlimitation des hamolytischen Prozesses

2149 per wichtigste, und fir eine DIIHA

nach Absetzen des ausldsenden Medikaments.
kennzeichnende serologische Befund ist ein positiver DAT.* Dieser ist in der Regel positiv
mit Anti-IgG und C3d.**®%® Sowohl die Stirke der positiven Reaktionen als auch die
Kombination nachweisbarer Immunglobulinklassen (IgG, 1gM, IgA) und des Komplement-

fragments C3d sind jedoch sehr variabel %

Die Mehrzahl der Patienten mit einer DIIHA zeigt akute Symptome einer ausgepragten
Andmie. Dabei kdnnen Komplikationen der DIIHA wie beispielsweise Schocksymptomatik
oder akute Niereninsuffizienz das Krankheitsbild so beherrschen, dass eine mogliche
Assoziation mit einer Medikamenteneinnahme zundchst ibersehen wird. Bei mildem oder
protrahiertem Krankheitsverlauf ist es andererseits noch schwieriger, eine DIIHA von
anderen Andmieursachen abzugrenzen.'® Fehldiagnosen sind daher hiufig und treten in
mehr als 40% der Fille auf.®’ Die haufigste Fehldiagnose einer DIIHA stellt eine AIHA vom
Warmetyp dar. Der Verdacht ergab sich in der vorliegenden Studie klinisch in 13% der Falle
und anhand der initialen serologischen Ergebnisse bei 37% der untersuchten Patienten.®® Zu
ahnlichen Beobachtungen kamen Johnson et al. in ihrer Untersuchung, in der bei 31% der
Falle in der serologischen Diagnostik zundchst Autoantikérper vom Warmetyp vermutet
wurden.®® In einer Fallserie von 17 Patienten mit Piperacillin-induzierter Immunhamolyse,
wiesen sogar 70% typische serologische Merkmale einer AIHA vom Wirmetyp auf.'®
Ursachlich fir die Fehlinterpretation sind gleichzeitig vorhandene medikamenteninduzierte
Autoantikorper und / oder positiven Reaktionen in der Antikérpersuche durch Medi-

80,85,108,109

kamentenreste in der Zirkulation. Die Tatsache, dass ein Teil der medikamenten-

abhingigen Antikérper Rhesusspezifitit, insbesondere Auto-Anti-e, aufweisen,’®8%°
welches ein typisches Kennzeichen warmereaktiver Autoantikorper darstellt, verstarkt die
Gefahr einer Fehldiagnose weiter. Die Reaktivitdt des Plasmas auch ohne Zugabe des

Medikaments verschwindet in der Regel innerhalb von 48 Stunden nach Absetzten des
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auslosenden Medikaments oder nach Dialyse des Plasmas, wdhrend warmereaktive
Autoantikérper unverandert nachweisbar sind.*® Ferner ist ein in der Regel negatives Eluat

der wichtigste differentialdiagnostisch hinweisende serologische Befund auf eine

21,85,106,111
DIIHA.

Begleitende medikamenteninduzierte Autoantikérper im Rahmen von medikamenten-
abhangigen Antikorpern waren bei 38% der Patienten mit DIIHA nachweisbar.?’ Sie sind ein
bekanntes Phdanomen und bei verschiedenen Medikamenten, insbesondere bei Diclofenac-

induzierter Immunhamolyse, besch rieben. 23676876112

Da sie weder klinisch noch serologisch
von warmereaktiven Autoantikdorpern anderer Genese unterscheidbar sind, ist hier einzig
eine gezielte Anamnese sowie der spontane Riickgang der Autoantikdrper und der Immun-

hamolyse nach Absetzten des Medikaments hinweisend.?**°

Wie im Rahmen dieser Arbeit ferner gezeigt werden konnte, kdnnen spontan aggluti-
nierende Antikorper vom IgM-Typ zur Fehldiagnose AIHA vom Kaltetyp flhren, insbesondere
wenn der DAT ausschlieRlich mit C3d positiv ist. Panagglutinierende IgM-Antikorper kénnen
in der akuten Phase der Hamolyse verschiedener Medikamenten auftreten und sind

insbesondere fiir Ceftriaxon charakteristisch.8%%°

Daraus lasst sich folgern, dass der
serologische Nachweis von Autoantikérpern eine medikamenteninduzierte Immunhamolyse
nicht ausschlieBt. Diese sollte im Falle einer abrupt auftretenden intravasalen Hamolyse
daher immer differentialdiagnostisch in Erwdgung gezogen werden. Auch die beiden
erstmals als Ausloser einer DIIHA beschriebenen Substanzen Etoricoxib und lomeprol
wurden initial als AIHA vom Warmetyp bzw. als toxische Hamolyse fehlinterpretiert.me‘107
Erst die anschlieBende immunhamatologische Spezialdiagnostik in einem Referenzlabor
fihrte in beiden Falle zum korrekten Ergebnis und unterstreicht den Stellenwert einer

fundierten Anamnese und Diagnostik.

Eine ebenfalls typische Fehlinterpretation ist die Verwechslung der akuten intravasalen
Hamolyse im Rahmen einer DIIHA mit einer akuten hamolytischen Transfusionsreaktion.
Neben DicIofenac,80 5—FIuoruraciI,102 Rifampicin68 und Cefotetan™® wurde diese

9% gje tritt typischerweise auf,

Beobachtung auch wiederholt fiir Piperacillin beschrieben.
wenn zeitgleich mit dem die Hamolyse verursachenden Medikament Erythrozyten-
konzentrate verabreicht werden. Da eine hdamolytische Transfusionsreaktion ein wesentlich

haufigeres unerwiinschtes Ereignis ist, wird diese in der Regel eher vermutet als eine DIIHA.
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Die korrekte Diagnose kann in diesen Fallen nur durch eine gezielte immunhdamatologische

Diagnostik und dem Nachweis medikamentenabhangiger Antikorper gestellt werden.

Eine wesentliche Rolle in der Pathogenese und Diagnostik einer DIIHA spielt nicht nur das
Medikament, sondern auch individuelle metabolitenspezifische Antikdrper. Sie sind ein
wesentlicher Grund fir falsch-negative Ergebnisse in der serologischen Testung und haufige
Ursache einer Fehldiagnose.14 Bis zu 23% der der spezifischen Antikérper im Rahmen einer
DIIHA sind ausschlieBlich im Ansatz mit den entsprechenden Metaboliten der Medikamente
nachweisbar.?® Die eigentliche Ursache fiir die Pathogenese metabolitenspezifischer
Antikorper ist nicht bekannt. Die sog. ,Prohapten-Hypothese” besagt, dass ein chemisch
inertes Medikament durch die normalen Stoffwechselprozesse in der Leber zu chemisch
(Protein)-reaktiven Zwischenprodukten oder Haptenen "bioaktiviert" werden kann. Im
Ergebnis ist es wahrscheinlich, dass die Grundsubstanz und die verschiedenen chemisch
reaktiven Metaboliten sich hinsichtlich ihres Immunisierungsrisikos unterscheiden, wobei
letztere viel reaktiver sind und vermutlich im Rahmen der klinischen Sensibilisierung eine

entscheidende Rolle spielen.!**!*?

Bereits 1984 wurden erstmals metabolitenspezifischer Antikorper gegen Erythrozyten
beschrieben, die keine Kreuzreaktivitdit mit der Grundsubstanz Butizid und Nomifensin
aufwiesen.®® Es folgten weitere Einzelfallberichte metabolitenspezifischer Antikérper gegen

116

Amphotericin B, Ceftriaxon'’’ und mehreren nichtsteroidalen Entzindungshemmern

118 119

(Diclofenac,™® Etodolac,'*® Nabumeton / Indometazin®). Die vorliegende Arbeit bestatigte
die Bedeutung metabolitenspezifischer Antikérper fir Diclofenac (n=10) und Ceftriaxon
(n=2), und lieferte erstmals entsprechende Daten fir Piperacillin (n=2), Cefotaxim sowie fir

Cotrimoxazol (n=jeweils 1) 80209

Da Metabolite kommerziell nicht verfliigbar und nicht immer bekannt sind, werden in
immunhdmatologischen Speziallaboren Urin und / oder Serum (ex-vivo Antigene) von
Patienten nach Einnahme des Medikaments fir die Testung metabolitenspezifischer
Antikorper verwendet.>* Diese Technik ist aufwendig, und wird daher weltweit nur in
wenigen Einzellaboren durchgefiihrt. Alternativ, aber bisher kaum erforscht, ist der Einsatz

sog. Bioreaktoren zur Gewinnung von ex-vivo-Metaboliten von Medikamenten. Hierbei
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werden primdre humane Hepatozyten aus Gewebeproben isoliert, auf Kollagen ausgesat
und mit Medikamenten inkubiert. Hierdurch kénnen auch nicht primar renal eliminierte
Metabolite isoliert und in ihrer antigenen Wirkung untersucht werden (Mayer et al.; zur

Publikation eingereicht).

In der Praxis ist eine DIIHA in der Regel eine Ausschlussdiagnose, d. h. eine medikamenten-
induzierte Form wird erst in Betracht gezogen, wenn andere Ursachen fiir eine hamolytische
Andmie ausgeschlossen wurden. Auf Grundlage unserer Ergebnisse und den Beobachtungen

anderer Autoren, muss jedoch die Trias aus

1.) abruptem Abfall des Himoglobins aufgrund einer Hamolyse,
2.) die sich wahrend der Gabe eines Medikaments entwickelt,

3.) in Kombination mit einem stark positiven DAT insbesondere mit Anti-C3d

als eindeutiger Indikator fiir eine DIIHA betrachtet werden. Eine ebenfalls typische (aber
nicht zwingend vorausgesetzte) serologische Auffalligkeit ist die Panagglutination des
Serums wie bei wadrmereaktiven Autoantikdrpern, ohne jedoch dem dafiir pathogno-

monischen Nachweis von Autoantikérpern im Eluat.”"'*!

3.3 Piperacillin-induzierte Immunhamolysen bei Patienten mit Cystischer Fibrose

Hinsichtlich der Klinik einer Piperacillin-induzierten Immunhdamolytischen Anamie (PIIHA)
waren vor 2010 nur wenige, Uberwiegend aus Einzelfallberichten stammende Daten
verfligbar. Obwohl Piperacillin ein halbsynthetisches Penicillin-Derivat ist, unterscheiden sich
die klinischen und serologischen Eigenschaften Piperacillin-induzierter erythrozytarer
Antikorper von Antikdrpern gegen Penicillin grundlegend. Im Gegensatz zu Penicillin,
welches nur in hohen Dosen zu einer IgG-vermittelten und fast ausschlieBlich extravasalen
Hamolyse flhrt, reichen bei Piperacillin nach Immunisierung geringste Mengen um eine
haufig Komplement-vermittelte, intravasale Hamolyse auszulésen. In den 2010 und 2015
publizierten Fallserien wiesen alle Patienten mit Piperacillin-abhangigen Antikérpern eine
akute und fast ausnahmslos intravasale Hamolyse auf.?>'% Der Hamoglobinwert fillt in der
akuten Phase nicht selten drastisch auf Werte unter 5 g/dl ab (Tabelle 1).120’121 Die

Mortalititsrate liegt bei 6%.°
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Der DAT ist in der Regel positiv mit Anti-IgG und haufig zusatzlich auch mit Anti—C3d. Der
Nachweis der Piperacillin-abhdngigen Antikérper erfolgt optimaler Weise mittels
unbehandelter Testzellen durch Zugabe des l6slichen Medikaments. Ein Ansatz mit
Piperacillin-gecoateten Testzellen — analog der Testung Penicillin-abhangiger Antikorper -
kann zu unspezifischen Agglutinationen fithren und sollte daher unterbleiben.*® Ursachlich
hierfir sind klinisch irrelevante IgM-Antikérper gegen Piperacillin, die sich bei Gber 90%
gesunder Blutspender und bei fast der Halfte zufallig ausgewahlter Patienten nachweisen

5

lassen.’® Analog zu medikamentenabhingigen Antikérpern gegen diverse andere

Medikament, reagieren einige der Antikorper gegen Piperacillin nur in der Testung mit ex-

vivo Metaboliten.8%%

In der Publikation aus 2010 wurde erstmals eine moégliche Assoziation zwischen Piperacillin-
induzierter Immunhamolyse und Patienten mit Cystischer Fibrose (CF) hergestellt. So litten
flinf der acht untersuchten Patienten und anndhernd die Halfte der bis dahin publizierten
Falle an einer CF.' In den Folgejahren wurden eine Reihe weiterer Fille von PIIHA
publiziert. Mehr als die die Halfte (65%) davon traten ebenfalls bei Patienten mit CF auf und
bestatigten daher diese Annahme (Tabelle 1). Im Jahre 2016 wurde erstmals tber einen Fall
einer Patientin mit CF und Antikdrperbildung unter Piperacillin-Therapie mit nur milder und
klinisch inapparenter Hamolyse berichtet.”® Diese Beobachtungen legten die Vermutung
nahe, dass Patienten mit CF hdufiger als bisher vermutet Antikérper gegen Piperacillin

entwickeln und dass milde Verlaufe einer PIIHA moglicherweise unentdeckt bleiben.

Dieser Verdacht wurde durch die Ergebnisse der ersten prospektiven Beobachtungsstudie

bestatigt.'*

Es wurden bei zwei von 43 (4,7%) untersuchten Patienten mit CF Piperacillin-
abhangige erythrozytare Antikérper nachgewiesen. Berlicksichtigt man nur die Patienten mit
positiver Expositionsanamnese gegeniiber Piperacillin, so betrug die Pravalenz entspre-
chender Antikorper 5,4%. Nur eine der beiden Patientinnen entwickelte eine milde IHA.
Antikorper gegen andere Antibiotika wurden nicht gefunden. Im Ergebnis konnte gezeigt
werden, dass Piperacillin-abhangige Antikorper mit hamolytischem Potential bei Patienten

mit CF wesentlich haufiger vorkommen als bisher bekannt.*?°

Ferner legt das Ergebnis die
Vermutung nahe, dass die Inzidenz einer klinisch relevanten PIIHA bei Patienten mit CF

deutlich hoher liegt, als die bisher angenommene allgemeine Inzidenz einer DIIHA von 1 bis 4
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Fallen auf 1 Million Einwohner pro Jahr." In Deutschland leben ca. 7.000 Patienten mit CF.

99109120 ¢ st von einer

Berlicksichtigt man ausschlieBlich unsere 8 publizierten Falle,
Inzidenz einer PIIHA von mindestens 1:1.000 in diesem Patientenkollektiv auszugehen, d. h.
es besteht ein ca. 1000-fach erhéhtes Risiko. Daraus ergibt sich die Frage, ob eine PIIHA bei
chronischen Infektionen und repetitiver Piperacillingabe grundsatzlich haufiger ist, oder ob

hier eine spezifische Assoziation mit einer CF besteht.

Patienten mit CF haben bedingt durch ihre chronischen Infektionen mit multiresistenten,
Uberwiegend gramnegativen Erregern eine extrem hohe Exposition gegenliber verschie-
denen Antiinfektiva. Ein besonderes Problem stellt dabei eine Infektion mit Pseudomonas
aeruginosa dar, die maRgeblich zur Morbiditat und Mortalitdt der betroffenen Patienten mit

CF beitragt.”®

Die parenterale Therapie rezidivierender Atemweginfektionen insbesondere
mit B-Laktam Antibiotika stellt daher eine wesentliche Behandlungsstrategie bei Patienten
mit CF dar, die Anwendung ist aber aufgrund von Uberempfindlichkeitsreaktionen einge-
schrankt. Bis zu 60% der Patienten mit CF leiden an Antibiotika-Allergien, wobei Piperacillin
in diesem Patientenkollektiv mit der héchsten Rate an allergischen Reaktionen assoziiert

17138 ynsere Studie bestitigt die Gefahr einer Unvertraglichkeit von Piperacillin in Bezug

ist
auf eine IHA. Das Ergebnis legt ferner nahe, dass Piperacillin bei Patienten mit CF mit einem
hoheren Risiko der Entwicklung einer IHA assoziiert ist, als andere gegen Pseudomonas
aeruginosa wirksame Antibiotika. Bisher wurde serologisch ausnahmslos Piperacillin bei
Patienten mit CF als Ausléser einer DIIHA bestatigt. Zur Klarung der Frage, ob PIIHA bei
Patienten mit CF haufiger vorkommt als in der Allgemeinbevélkerung, oder ob die Inzidenz
einer PIIHA grundsatzlich hoher ist als bisher vermutet, ware eine Untersuchung an einer

nicht an CF erkrankten Kohorte mit dhnlich hoher Piperacillin-Exposition erforderlich.**

Unklar ist, ob bei Patienten mit CF pradisponierende Faktoren vorliegen, die das Risiko einer
PIHA erhb6hen. Eine Risikofaktorenanalyse ergab keine Korrelation mit dem forcierten
exspiratorischen Volumen (FEV1), der Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa oder dem

12 . . . . e ae
° Die kumulative Dosis einzelner Antibiotika wurde zwar als

Gesamt-IgE im Serum.
Risikofaktor flr eine generelle Arzneimitteliberempfindlichkeit bei Patienten mit
Mukoviszidose bestitigt,”® nicht jedoch fir das Auftreten einer PIHA.®*'% Ein

Zusammenhang mit der Anzahl vorangegangener allergischer Reaktionen auf Piperacillin und
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dem Auftreten einer PIIHA wurde ebenfalls nicht belegt. Die Frage der Assoziation von
Uberempfindlichkeitsreaktionen und dem Risiko einer PIIHA kann daher nicht abschlieRend

beantwortet werden.!?

Als wichtiger pradisponierender Faktor fir den Antikdrperbildungsprozess und die
Entwicklung einer DIIHA wird eine wiederholte Exposition mit dem auslésenden

Medikament angesehen.18’21’46’127

Dabei scheint eine intermittierende Applikation ein
allgemein hoheres Sensibilisierungsrisiko flr die Entstehung einer Hypersensitivitatsreaktion

von Medikamenten darzustellen, als eine ununterbrochene Behandlung.115

Einen weiteren pradisponierenden Faktor kénnte die chronische Hyperinflammation bei
Patienten mit CF darstellen. Aus Alloimmunisierungsprozessen gegen transfundierte
Erythrozyten ist bekannt, dass ein erhohter Entzlindungsstatus des Empfangers die Immun-
antwort verstarkt. Klinische Beispiele sind z.B. die im Vergleich zu anderen chronisch
transfundierten Patienten signifikant hoheren Immunisierungsraten gegen erythrozytare

139 Ferner

Antigene bei Patienten mit Himoglobinopathien, insbesondere Sichelzellkrankheit.
werden die Veranderungen des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
(CFTR) fir die Ausbildung schwere Formen einer PIIHA bei Patienten mit CF diskutiert.
Hierdurch kommt es zu einer verminderten Bildung von endothelialem Stickstoffmonoxid,
was zu einer Vasokonstriktion und einem erhohten Risiko der intravaskuldren

Erythrozytenaggregation mit nachfolgender Gewebsischamie fiihrt.*?°

Wenig ist bisher Uber die immunologischen Pathomechanismen bekannt, die zur Bildung
medikamentenabhadngiger Antikorper fliihren. Um grundsatzlich eine Immunantwort nach
Medikamentenexposition auszulésen sind zwei Signalwege erforderlich: zum einen das
Signal durch das Antigen selbst und zusatzlich ein sog. ,Reifungs”- oder ,Gefahren”
(,Danger”)-Signal an die dendritische Zellen, welche bei Aktivierung ein ko-stimulatorisches

140,141

Signal an die T-Zellen Gbermitteln. Der Reifungsprozess der dendritischen Zellen wird

durch verschiedenste Faktoren wie z.B. Zellschadigung, Infektion oder oxidativer Stress

stimuliert, 11414

Das Risiko fiir eine allergische Arzneimittelreaktion ist abhangig von der
Medikamentendosis, der Applikationsform (i.v. versus oral) sowie individuellen Faktoren.

Der wesentliche Faktor scheint dabei die Fahigkeit des Immunsystems von Patienten mit

78



bestimmten Grunderkrankungen zu sein, dendritische Zellreifungssignale zu stimulieren.
Dies flihrt dazu, dass medikamentenspezifische Reifungssignale fiir eine allergische Arznei-
mittelreaktion nicht zwingend erforderlich sind oder die zur Stimulation einer Reaktion
erforderliche stimulatorische Schwelle der dendritischen Zellen gesenkt wird. Es wird
angenommen, dass bei Patienten mit CF der mit den rezidivierenden Infektionen einher-
gehende gestorte Immunstatus diesen entscheidenden pradisponierenden Faktor fir die

114

hohe Rate an allergischen Arzneimittelreaktionen darstellt.”™ Unklar ist, ob diese Hypothese

auch fur die Entstehung einer DIIHA von Bedeutung ist.

In einer experimentellen Studie konnten bei Patienten mit CF und bekannten Uberempfind-
lichkeitsreaktionen gegen Piperacillin B-Zellen charakterisiert werden, die Piperacillin-
spezifische 1gG-Antikérper sezernieren. Piperacillin-reaktive B Gedachtniszellen zirkulieren
auch noch Jahre nach der Exposition im peripheren Blut von Patienten mit Uberempfindlich-

2

keitsreaktionen.'*? Ferner konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden, dass Anti-

Piperacillin 1gG Antikorper mit hoher Spezifitdt an Piperacillin, nicht jedoch an andere R3-

Lactam Antibiotika, binden.'*?

Ob diese Antikorper eine Hamolyse verursachen kénnen ist
zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht bekannt und Gegenstand weiterer

Untersuchungen.120

Die Relevanz des Nachweises medikamentenabhangiger Antikorper oder eines positiven DAT
ohne Hinweise auf eine Hamolyse ist nicht bekannt Fiir Patienten unter Medikation mit
Penicillin oder alpha-Methyldopa werden hdufig Konstellationen mit positivem DAT bzw.
Autoantikérpern beschrieben, die nicht mit einer Hamolyse einhergehen.18 Quillen et al.
fanden bei 5,3% bzw. 15,6% der Patienten mit Sichelzellkrankheit oder HIV-Infektion und
einer hohen Ceftriaxon-Exposition entsprechende Ceftriaxon-abhangige erythrozytare
Antikorper. Von den Patienten mit nachweisbaren Ceftriaxon-abhdngigen Antikérpern
entwickelten nur 25% eine Hamolyse. Ein Patient verstarb.”’” Da Ceftriaxon wegen der
geringen Wirkung gegen Pseudomonas aeruginosa nur sehr selten bei Patienten mit CF

eingesetzt wird, gibt es in dieser Population keine vergleichbaren Daten.'®

Bei Patienten mit AIHA aufgrund von warmereaktiven Autoantikérpern ist die Schwere der

144 Die Uberwiegende

Hamolyse mit der Fahigkeit zur Komplementaktivierung assoziiert.
Mehrzahl der publizierten PIIHA Falle waren ebenfalls durch komplementaktivierende Anti-

korpern verursacht. Nur wenige Falle nicht-komplementaktivierender Antikorper, die zu
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einer DIIHA fiihrten, sind bekannt.”>'?>*%?

Die Tatsache, dass beide Patienten in der vor-
liegenden Studie nicht-komplementaktivierende IgG-Antikérper bildeten, erklart méglicher-
weise, warum keine schwere oder klinisch relevante Hamolyse vorlag. Ob eine mildere
hamolytische Episode in eine klinisch schwerer verlaufende Hamolyse Ubergeht, ist bisher
ebenfalls nicht geklart, wenngleich einzelne Fille darauf hinweisen.”” Weitere Studien sind

erforderlich, um pradiktive Faktoren bzw. die Patienten mit nachweisbaren medikamenten-

abhangigen Antikorpern zu identifizieren, die in Gefahr sind eine DIIHA auszubilden.
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4. Zusammenfassung

Die medikamentods-induzierte immunhamolytische Anamie (DIIHA) ist eine seltene, aber
schwerwiegende Nebenwirkung einer Arzneimitteltherapie. Sie betrifft sowohl Erwachsene
als auch Kinder, und geht bei Letzteren mit einer Letalitdt von bis zu 50% einher. Rechtzeitig
erkannt, hat die DIIHA eine sehr gute Prognose, da die Hamolyse nach Weglassen des aus-
I6senden Agens in der Regel selbstlimitierend ist. Es gibt jedoch eine Reihe von Faktoren, die
zu Problemen in der Diagnosestellung fiihren. So ist das Krankheitsbild vielen Medizinern
wenig oder nicht bekannt. Ferner sind die klinischen Symptome sehr variabel und die
Diagnostik erfordert Erfahrung und wird nur in wenigen immunhdmatologischen Spezial-

laboren vorgehalten.

Seit der Erstbeschreibung einer DIIHA 1953 wurden bis dato mehr als 130 Substanzen als
Ausloser beschrieben, die Mehrzahl davon nur in einzelnen Fallberichten oder Fallserien. Die
vorgelegte Arbeit belegt anhand von Erstbeschreibungen die Bedeutung von Réntgen-
kontrastmitteln (lomeprol und lohexol) als Ausléser akuter und schwerer Immunhamolysen.
Erstmals wurde ferner nachgewiesen, dass Etoricoxib, ein Cyclooxogenase-2-Hemmer, eine

akute immunhamolytische Andamie (IHA) verursachen kann.

Die Haufigkeit bestimmter Medikamente als Ausloser einer DIHA hat sich in den letzten
Jahrzehnten grundlegend gedndert. Wahrend in den USA in den 1970er Jahren fast aus-
schliellich hochdosiert verabreichtes Penicillin und alpha-Methyldopa als Ausloser einer
DIIHA diagnostiziert wurden, haben in den letzten Jahrzehnten vor allem Cephalosporine der
zweiten und dritten Generation beide Substanzen vollkommen abgel6st. Entsprechende
Daten zum Spektrum der mit einer DIIHA assoziierten Medikamente fiir Deutschland fehlten
bislang und wurden erstmals im Rahmen der vorliegenden Arbeit dargelegt. Ferner wurde in
der Berliner Fall-Kontroll-Surveillance-Studie (FAKOS) erstmals systematisch das Risiko von
Medikamenten fiir die Entwicklung einer IHA untersucht. In dem untersuchten Kollektiv der
Berliner FAKOS bzw. der im Immunhamatologischen Referenzlabor des Instituts fir
Transfusionsmedizin der Charité — Universitatsmedizin Berlin zwischen 1996 und 2015 unter-
suchten Proben von Patienten mit IHA wurden (ibereinstimmend Diclofenac, Piperacillin,
Ceftriaxon und Oxaliplatin als hdufigste Ursache fiir eine DIIHA identifiziert. Die Arbeit belegt

damit die Bedeutung dieser Medikamente als potentielle Ausléser einer IHA.
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Die Pathogenese der DIIHA ist komplex und bisher nicht geklart. Ob das Risiko einzelner
Substanzen, eine DIIHA auszul®dsen, unterschiedlich ist, oder ob es individuelle pradisponie-
rende Faktoren gibt, die zur Immunisierung und nachfolgender Bildung von medikamenten-
induzierten Antikorper flihren, ist unklar. In einer Fallserie von Patienten mit Piperacillin-
induzierter Immunhamolyse wurde erstmals eine mogliche Assoziation zwischen dieser und
Patienten mit Mukoviszidose hergestellt. In der anschlieRenden ersten prospektiven
Beobachtungsstudie an einer Kohorte von Patienten mit Mukoviszidose wurde diese
Beobachtung bestatigt. Es konnte dadurch erstmals gezeigt werden, dass die Pravalenz
Piperacillin-abhangiger Antikorper bei Patienten mit Mukoviszidose um das ca. 1000-fache
gegenlber der Allgemeinbevolkerung erhoht ist. Ferner wurde bestatigt, dass neben den
akuten und schweren Verlaufen einer PIIHA, auch subklinische Hamolysen auftreten, die

vermutlich in der Praxis haufig nicht erkannt werden.

Die vorliegende Arbeit lieferte wichtige Erkenntnisse fiir die Sicherheit von Patienten mit
wiederholter Exposition gegentiber bestimmten Medikamenten, die besonders haufig eine
DIIHA verursachen. Dies trifft in besonderem MaRe auf Patienten mit Mukoviszidose und
repetitiver Piperacillingabe zu. Diese sollten auf klinische und laborchemische Zeichen einer
Hamolyse Uberwacht werden. Im Falle eines positiven direkten Coombstest sollten die
Patienten auf das Vorhandensein von Piperacillin-abhdngigen Antikdrpern untersucht

werden.

Eine wesentliche Rolle im Rahmen der weiteren Erforschung der immunologischen Patho-
mechanismen, die zu einer DIIHA fiihren, konnten der Nachweis und die Charakterisierung
von medikamentenspezifischen Lymphozyten spielen. Ferner kdnnte die systematische
Untersuchung pradisponierender Faktoren zur Risikoabschatzung des Auftretens einer DIIHA

von Bedeutung sein.
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