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Zusammenfassung

Einleitung:

Die medikamenteninduzierte Autoimmunhamolyse stellt eine seltene, aber
schwerwiegende und lebensbedrohliche Nebenwirkung bei der Gabe von
Medikamenten dar. Die Fallserie ,Piperacillin-induced immune hemolysis: new cases
and a concise review of the literature® des Instituts fur Transfusionsmedizin der Charité
Berlin konnte zeigen, dass ein Grol3teil der untersuchten Proben mit
medikamenteninduzierter Autoimmunha@molyse von Patienten*innen mit Mukoviszidose
stammten und diese auf intravenos verabreichte Antibiotika reagierten®. Auf Grundlage
dieser Daten wurde die aktuelle Studie konzipiert, um die Hypothese zu untersuchen,
dass die Pravalenz fur medikamenteninduzierte Autoimmunhamolyse in diesem
Patientenkollektiv ~ erhdht  ist. Zusatzlich  wurde das  Auftreten  von
Uberempfindlichkeitsreaktionen auf parenteral verabreichte Antibiotika untersucht, um

diese als mogliche pradisponierende Faktoren zu identifizieren.

Methoden:

In dieser prospektiven Studie wurden alle Patienten*innen eingeschlossen, die wéhrend
des Studienzeitraums mit einer mindestens 10-tdgigen intravendsen Antibiotika
Therapie behandelt wurden und alter als 12 Jahre alt waren. Die Blutproben wurden auf
spezifische medikamentenabhéngige Antikorper getestet. Zusatzlich wurden mit den
Patienten*innen Interviews gefuhrt und die Patientenakten systematisch ausgewertet,
um Informationen zu Alter, Geschlecht, exspiratorischer Einsekundenkapazitat,
Genotyp, Bakterienbesiedlung, Allergieanamnese (inklusive Informationen zu IgE-
Serumspiegel, allergischer bronchopulmonaler Aspergillose und spezifische IgE-
Screeningtests  fir  Aeroallergene), parenteraler  Antibiotikaexposition  und
vorangegangene Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen intravends verabreichte

Antibiotika (Zeitpunkt, Symptome und Behandlung) zu gewinnen.

Ergebnisse:

Bei zwei der 43 eingeschlossenen Patienten*innen waren medikamentenabhangige
Antikorper auf Piperacillin nachweisbar. Eine Patientin davon entwickelte aufgrund der
Antikorper eine leichte, laborchemisch nachweisbare Hamolyse. Klinisch blieben beide



Patientinnen unauffallig. Medikamentenabhangige Antikdrper gegen andere Antibiotika
wurden nicht nachgewiesen. Die Untersuchungen von kumulativer Medikamentendosis,
gesamt IgE, chronischer Pseudomonasbesiedlung, exspiratorischer
Einsekundenkapazitat und  Uberempfindlichkeitsreaktionen  gegen intravends
verabreichte Antibiotika konnten keine signifikanten Risikofaktoren fur eine

medikamenteninduzierte Autoimmunhamolyse identifizieren.

Schlussfolgerungen:

Die Ergebnisse der hier vorliegenden prospektiven Studie weisen darauf hin, dass
medikamentenabhéngige Antikérper bei Patienten*innen mit Mukoviszidose ein
haufigeres Ph&nomen sind als bisher vermutet. Ebenso scheinen subklinische Verlaufe
einer medikamenteninduzierten Autoimmunhamolyse bei Patienten*innen mit
Mukoviszidose haufiger vorzukommen. Behandelnde Arzte sollten deswegen besser
uber die Moglichkeit einer medikamenteninduzierten Hamolysen unter der Therapie mit
Antibiotika informiert werden, um diese rechtzeitig zu erkennen. Besonderes
Augenmerk sollte hierbei auf Piperacillin gelegt werden. Um die wahrscheinlich héhere
Pravalenz von Piperacillin-abhéngigen Antikérpern in diesem Patientenkollektiv zu
untersuchen, sollten weitere Studien durchgefuhrt werden. Damit mogliche, statistisch
signifikante Risikofaktoren identifiziert werden konnen, sind gro3ere Kohorten

empfehlenswert.



Abstract

Introduction:

Drug-induced autoimmune hemolysis is a rare but severe and life threatening adverse
reaction to drug administration. A case series entitled “Piperacillin-induced immune
hemolysis: new cases and a concise review of the literature” by the Institute of
Transfusion Medicine - Charité Berlin showed that most samples with drug-induced
autoimmune hemolysis were from patients with cystic fibrosis, who reacted to
parenterally administered antibiotics®. This study builds upon this previous work by
investigating the hypothesis that the prevalence of drug-induced autoimmune hemolysis
is higher in cystic fibrosis patients. Additionally, hypersensitivity reactions to parenteral
antibiotics were evaluated in order to identify possible predisposing factors.

Methods:

This prospective study included all patients who received parenteral antibiotic

treatment for a minimum of 10 days and were at least 12 years of age. Blood samples
were tested for drug-dependent antibodies. Furthermore, interviews were conducted
with the patients and their medical records were analyzed to obtain information
regarding age, gender, forced expiratory volume in 1 second, genotype, bacterial
colonization, previous history of allergies (including information about IgE serum level,
allergic bronchopulmonary aspergillosis, and specific IgE screening for aeroallergens),
parenteral antibiotic exposure, and hypersensitivity reactions to parenteral administered

antibiotics (date, symptoms and treatment).

Results:

Two out of 43 included patients developed piperacillin-dependent antibodies. One of the
two developed a mild hemolysis due to the antibodies. Both had no clinical symptoms.
No drug-dependent antibodies to other antibiotics were detected. The investigation of
cumulative drug dose, IgE serum level, chronic colonization with pseudomonas
aeruginosa, forced expiratory volume in 1 second and hypersensitivity reactions to
parenteral antibiotics did not reveal any significant risk factors for drug-induced

autoimmune hemolysis.



Conclusions:

Drug-dependent antibodies seem to develop more commonly in patients with cystic
fibrosis. Additionally, drug-induced autoimmune hemolysis appears to be more frequent
in this group of patients. Therefore, physicians should be aware of the risk of drug-
induced hemolysis as an adverse reaction to intravenous antibiotics.

Thus, enabling them to readily identify autoimmune hemolysis. Close attention should
be paid to piperacillin in this clinical setting. To investigate the

presumably higher prevalence of piperacillin-dependent antibodies within this patient
population, further studies are needed. Moreover, larger study cohorts are required to

identify potentially significant risk factors.



1. Einleitung

1.1 Antikorper

Antikdrper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind Proteine und Teile der humoralen
Immunabwehr. Sie werden von B-Zellen produziert. Im ersten Schritt muss die B-Zelle
an ein Antigen binden, welches sie dann aufnimmt, zerlegt und wieder an ihrer
Oberflache prasentiert. Erkennt nun eine T-Helferzelle dieses Antigenmuster aktiviert
sie Uber Zytokine die B-Zelle, was zu einer Vermehrung der B-Zelle und zur Bildung von
Antikdrpern fuhrt. Zusatzlich kann jedoch auch eine T-Zell unabhangige Aktivierung der
B-Zellen durch Oberflachenantigene von Bakterien erfolgen. Einmal mit einem Antigen
konfrontiert, werden spezifische Informationen Uber das Antigenmuster im
Immungedachtnis gespeichert und spezialisierte B-Zell-Gedéachtniszellen gebildet.
Diese sorgen dafiur, dass es bei einer Reexposition mit dem Antigen innerhalb von
kurzester Zeit zur Bildung von spezialisierten Antikérpern kommt?.,

Es gibt verschiedene Wirkungsweisen von Antikdrpern, um Antigene zu neutralisieren.
Zum einen kénnen Antigene direkt durch Bindung an den Antikorper blockiert werden,
sodass sie ihr Effekt unterbunden wird. Zum anderen kbénnen die Antigene durch
Antikorper ,markiert® werden, sodass sie von anderen Immunzellen erkannt und
opsoniert werden konnen. Die dritte Variante besteht in der Aktivierung des
Komplementsystems, das fur eine Perforation und dadurch bedingte Zerstérung der
Antigen-tragenden Zelle sorgt. Des Weiteren kdnnen Antikdrper natirliche Killerzellen
aktivieren, die daraufhin den Zelluntergang initiieren34.

Es existieren funf Antikérper-Hauptklassen:

IgM
IgM ist der erste Antikdrper, der von B-Zellen produziert wird. Daher eignet es sich gut,
um akute Ereignisse zu diagnostizieren. IgM aktiviert den klassischen Weg des

Komplementsystems.

IgG
IgG ist mit einem Anteil von 75% das hé&ufigste Immunglobulin im Blutserum. Es
entfaltet seine Wirkung unter anderem Uber die Aktivierung des Komplementsystems

und Uber eine Fc-Rezeptor vermittelte Phagozytose.
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IgA
IgA kommt insbesondere in Schleimhéauten und Korpersekreten, wie Speichel oder
Muttermilch, vor. Es verhindert dort das Eindringen von Erregern in den Koérper oder

zerstort diese.

[e]D)
IgD ist im Serum nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden und hat eine sehr

kurze Halbwertszeit. Die genaue Funktion ist bisher noch nicht bekannt.

IgE

IgE ist im Serum in der geringsten Konzentration von allen Immunglobulinen enthalten,
dennoch spielt es eine wichtige Rolle fir das Immunsystem. Es ist hauptverantwortlich
fur die Abwehr von Parasiten. Dartber hinaus ist es mit der Auslésung von allergischen

Reaktionen assoziiert.

Fc-Rezeptor

Dieser Rezeptor verbindet das humorale mit dem zellularen Immunsystem. Hierbei
bindet der Fc-Rezeptor von Immunzellen, wie Leukozyten, an die Fc-
Rezeptorbindungsstelle der Antikdrper. Die Auswirkungen der Bindung sind abhéngig
von der Funktion der jeweiligen Zelle, an die der Antikorper bindet®.

1.2 Medikamenteninduzierte Autoimmunhamolyse

1.2.1 Inzidenz, Pathogenese

Die medikamenteninduzierte Autoimmunhamolyse (drug-induced immune hemolytic
anemia = DIIHA) ist eine seltene, aber schwerwiegende und lebensbedrohliche
Nebenwirkung bei der Gabe von Medikamenten. Die vermutete Inzidenz liegt bei 1-
4:1.000.000/Jahr®, wobei die Diagnosestellung auf Grund der variablen klinischen
Prasentation schwierig (siehe Kapitel 1.3.1) und eine genaue Zahl deswegen schwer
ermitteln werden kann. Die Medikamentengabe fihrt bei der DIIHA durch die
Zerstorung von Erythrozyten (red blood cell = RBC) zu einem Hamoglobinabfall. Dies
geschieht Gber die Bildung von medikamentenabhangigen Antikdrper (drug-dependent
antibodies = ddab) und/oder medikamenteninduzierten Autoantikdrpern (autoantibodies
= aab). Der erste vermutete Fall einer DIIHA wurde 1953 beschrieben’2. Seitdem hat

sich die Liste von Medikamenten, die eine DIIHA auslésen kdnnen, stetig erweitert. Bis
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jetzt sind Uber 130 verschiedene Medikamente bekannt, die eine DIIHA provozieren
konnen. Aktuell ist Piperacillin in Deutschland einer der haufigsten Ausloser®. Aber auch
andere Antibiotika wie Cephalosporine der zweiten und dritten Generation oder
platinhaltigen Chemotherapeutika wurden als haufige Ausléser beschrieben®®10, Der
genaue Pathomechanismus der Antikdrperbildung und Bindung der Antikérper an die
Oberflache der RBCs ist nicht bekannt. Folgende mégliche Pathomechanismen werden
diskutiert® (Abbildung 1):

Medikament

Erythrozytenobem

Abb. 1: Mogliche Hypothesen fur medikamenteninduzierte Antikdrperreaktionen

Das Medikament bindet an die Zellmembranoberflache und fuhrt dort vermutlich zur Bildung eines sog.
,Neoantigens®. Die Antikdrper kénnen nun wirken Uber 1) Bindung an das Medikament, 2) Medikament
und Zellmembran (1+2 = ddab), 3) hauptséchlich Zellmembran (aab)

Ddabs reagieren mit den RBCs nur in Anwesenheit des Medikaments. Hierbei kann es
zu einer Aktivierung des Komplementsystems kommen, was zu einer fulminanten
intravasalen Hamolyse mit rapidem, progressivem Verlauf bis hin zu Herz- und
Kreislaufversagen fuhren kann. Ddabs kdnnen jedoch auch ohne Aktivierung des
Komplementsystems mit RBCs interagieren und eine sogenannte extravasale
Hamolyse mit milderen klinischen Symptomen induzieren'12, Im Kontrast dazu stehen
die medikamenteninduzierten Autoantikérper, die auch in Abwesenheit des
Medikaments mit den RBCs reagieren kdnnen. Sie lassen sich daher weder klinisch,
noch serologisch von idiopathischen Autoantikdrpern unterscheiden, wie sie z.B. bei der

Autoimmunhamolytischen Anamie (AIHA) vom Warmetyp vorliegen®?2,

12



1.3 Diagnostik einer medikamenteninduzierten Autoimmunhamolyse

1.3.1 Klinische Symptome / Diagnose

Die Diagnose einer DIIHA gestaltet sich im klinischen Alltag h&ufig schwierig. Die
klinischen Symptome einer Hamolyse variieren zwischen den Patienten*innen und sind
abhangig von der Akuitat und dem Schweregrad der Hamolyse einerseits und
eventuellen Begleiterkrankungen der Patienten*innen andererseits. Vor allem bei
sekundaren Symptomen einer Hamolyse wie z.B. Bauch- oder Rickenschmerzen wird
eine moglichen DIIHA nicht primér als Ursache in Betracht gezogen, sodass es haufig
zu Fehldiagnosen kommt®3. Zudem kann eine extravasale Hamolyse mit nur milden
klinischen Symptomen einhergehen, sodass diese bei ohnehin schon kranken
Patienten*innen nicht diagnostiziert wird. Weiter ist der Zeitpunkt des Auftretens sehr
variabel. Bei erstmaliger Medikamentengabe bilden sich Antikorper frihestens nach
dem sechsten Tag!. Bei einer stattgefundenen Sensibilisierung gegen ein Medikament
kann sich eine DIIHA jedoch zu jedem Zeitpunkt nach Medikamentengabe
manifestieren. Hinzu kommt, dass das Wissen uber DIIHA unter medizinischem
Fachpersonal wenig verbreitet ist und diese Differentialdiagnose teilweise nicht bedacht
wird oder falsche Schlisse gezogen werden. So werden Zustandsverschlechterungen
eher neu angesetzten, denn zuvor gut vertragenen Medikamenten zugeschrieben'3. Im
immunhamatologischen Referenzlabor des Instituts fur Transfusionsmedizin der Charité
Berlin wurde eine Mortalitat von 23% aller dort eingegangenen Falle ermittelt®. Die
bessere Aufklarung von medizinischem Fachpersonal, um eine frihzeitige Diagnostik
und Therapie einer DIIHA zu gewahrleisten, ist daher entscheidend fiir das Uberleben

der betroffenen Patienten*innen.

1.3.2 Serologische Diagnostik

Bei Verdacht auf medikamentenabhangige Antikorper wird das Plasma des*der
Patient*in in Anwesenheit des verdachtigen Medikaments getestet. Es gibt jedoch
keinen allgemeingultigen, standardisierten Ablauf fir die Testung. Zudem ist die noétige
Expertise fur die Diagnostik nur in wenigen Speziallaboren vorhanden, was eine
zuverlassige und flachendeckende serologische Diagnostik der DIIHA erschwert.
Falsch-negative Ergebnisse kénnen zum Beispiel durch einen zu spéaten Testzeitpunkt
entstehen. So kdnnen die Antikbrper zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht mehr

nachweisbar sein.
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Andere Antikérper wiederum reagieren nur in Gegenwart der Medikamentenmetabolite.
Da es fur die Antibiotika zwar industrielle Metabolite gibt, diese aber teilweise schwer
erhaltlich sind, hat sich die Nutzung von Urin als ex-vivo Metabolit etabliert. Hierbei wird
Urin von Patienten*innen, die das entsprechende Antibiotikum einnehmen, im
Testansatz verwendet, um eine mdgliche Reaktion mit den ex-vivo
Medikamentenmetaboliten  festzustellen'>%¢,  Daher sollte immer auch auf
Medikamentenmetabolite getestet werden, um falsch-negative Ergebnisse zu
vermeiden.

Eine weitere Schwierigkeit ist die fehlende serologische Unterscheidbarkeit von
idiopathischen und medikamenteninduzierten Autoantikérpern. Daher ist eine

autoimmunhamolytische Anamie (AIHA) eine haufige Fehldiagnose bei DIIHAS13.14,

1.4 Therapie der medikamenteninduzierten Autoimmunhamolyse

Die Entscheidenden MalRhahmen, nachdem die Diagnhose DIIHA gestellt wurde, sind
das rechtzeitige Erkennen und das sofortige Absetzen des verantwortlichen
Medikaments. Dies stellt die einzige kausale Therapieoption dar. Hierbei ist es
irrelevant, ob es sich um eine intra- oder extravasale Hamolyse handelt. In der Regel
bildet sich die Hamolyse nach Absetzen spontan wieder zurick. Das Erkennen des
richtigen Medikaments ist jedoch in der klinischen Praxis bei Patienten*innen unter
Multitherapie nicht immer einfach. Je nach Schwere der Reaktion missen die
Patienten*innen zusatzlich symptomatisch therapiert werden. Insbesondere eine
intravasale Hamolyse fuhrt zu einer schnellen klinischen Verschlechterung. Ein
wichtiger  Pfeiler bei der Behandlung st die Volumengabe durch
Erythrozytenkonzentrat-Transfusionen, um  einem  ha&morrhagischen  Schock
vorzubeugen. Weitere notwendige MalRRnahmen reichen von kardiopulmonalen
UnterstiitzungsmalRnahmen wie Sauerstoffgabe, bis hin zur Uberprifung und
Unterstitzung der Nierenfunktion, da eine geflrchtete Komplikation die akute tubulare
Nekrose ist. Haufig werden Steroide intravends verabreicht, es gibt jedoch aufgrund
eines fehlenden Nutzennachweises keine allgemeine Empfehlung dazu. Einzelne

Fallberichte empfehlen ebenfalls die intraventse Gabe von Immunglobulinent’-1°,
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1.5 Pathophysiologie und klinisches Bild der Mukoviszidose

1.5.1 Pathogenese

Bei der in dieser wissenschaftlichen Arbeit beschriebenen Kohorte handelt es ich um
Patienten mit Mukoviszidose, auch Zystische Fibrose (CF) genannt. Bei dieser
Erkrankung handelt es sich um eine autosomal-rezessive Stoffwechselkrankheit, bei
der ein Gendefekt im "Zystische-Fibrose-Transmembran-Regulator-(CFTR-)Gen" auf
dem langen Arm von Chromosom 7 vorliegt?°. Die Mutationen werden in sechs Klassen
unterteilt. Je nach Klasse kommt es zu keiner CFTR-Protein Bildung (Klasse 1), zu
fehlgefalteten CFTR-Proteinen (Klasse ), Zu einer verminderten
Offnungswahrscheinlichkeit aufgrund einer gestoérten Kanalregulation (Klasse llI), zu
einer verminderten Kanaldurchgangigkeit (Klasse V), zu einer verminderten CFTR-
Synthese (Klasse V) oder zu einer verminderten Membranstabilitat (Klasse VI)2L. Die
Folge ist die verminderte oder fehlende Sekretion von Chloridionen. Daraus resultiert
die Bildung von zdhem Sekret in allen exokrinen Drusen. Beeintrachtigt sind unter
anderem die oberen und unteren Atemwege, der Gastrointestinaltrakt, allen voran die
Leber und das Pankreas, sowie die Fertilitat. Die pulmonale Erkrankung determiniert
primar die Morbiditat und Mortalitat. In ca. 63% der Todesfélle liegt eine respiratorische
oder kardiorespiratorische Ursache vor??.

Ein weiteres Problem ist die chronische Besiedelung mit pathogenen Erregern, allen
voran Pseudomonas aeruginosa, und die chronische Entziindung. Beides fuhrt zu einer
Schadigung des zilientragenden Epithels der Atemwege mit Abnahme oder
vollstandiger Zerstérung der mukoziliaren Clearance. Mdogliche Folgen sind
Bronchiektasien, Hamoptysen, eine Destruktion des Lungengewebes mit einer
kontinuierlichen Abnahme der Lungenfunktion und eine erhéhte Mortalitat 2325,

Ein wichtiger Kklinischer Parameter ist daher die gemessene exspiratorische
Einsekundenkapazitat (FEV1) der Patienten*innen. Je besser die FEV1, desto besser
ist die Lungenfunktion. Die FEV1 ist der wichtigste Endpunkt in klinischen Studien im

Kontext von Mukoviszidose.

1.5.2 Epidemiologie
Erstmals wurde in den 30iger Jahren uber Zystische Fibrose in der Fachliteratur
berichtet?®. Anfang der 50iger wurde dann der Zusammenhang zwischen einem

erhdhten Chloridgehalt im SchweiR und der Mukoviszidose beschrieben?’.
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Mittlerweile sind mehr als 2000 Mutationen bekannt?®. Die Krankheit ist die haufigste
erbliche, lebensverkirzende Stoffwechselerkrankung in der kaukasischen Bevdlkerung
Europas und der USA?°. Die Erkrankungshaufigkeit liegt bei ca. 1:2500 Geburten in
GroRbritannien und bei ca. 1:4000 in den USA283°_|n Deutschland ist die Haufigkeit mit
140 Neudiagnosen 2015 etwas geringer. Aktuell leben hier geschatzt circa 8000
Menschen mit Mukoviszidose3!. Weltweit wird die Zahl der Patienten auf ca. 70.000
geschatzt, wobei die tatsdchliche Anzahl vermutlich hoher liegt, da in einigen Regionen

keine Register existierens?,

1.5.3 Diagnose

Die mangelnde Rickresorption von Chlorid aus dem Schweild sorgt flr dessen erhdhte
Chloridkonzentration. Erstmals wurde sich dies Ende der 50iger Jahre zu Nutze
gemacht und ein Test zur Messung der Chloridkonzentration im Schwei beschrieben3?
Dieser Schweil3test ist bis heute der Goldstandard in der Diagnostik der Mukoviszidose.
Chloridionenkonzentrationen von Uber 60 mmol/l im Schweil3test bestatigen den
Verdacht. Werte zwischen 30-59 mmol/l bedurfen weiterer Abklarung. Bei Werten unter
30 mmol/l ist die Diagnose sehr unwahrscheinlich. Seit September 2016 werden Kinder
im Rahmen des Neugeborenenscreenings in Deutschland auf CF untersucht. Als
Marker dient das Immunreaktive Trypsin (IRT), welches bei Patienten mit CF im Blut
erhoht ist. Bei pathologischen Werten gré3er/gleich der 99. Perzentile schlief3t sich ein
Test auf Pankreatitis Assoziiertes Protein (PAP) an. Das PAP ist durch die
Pankreasschadigung im Rahmen der CF ebenfalls erhcht®*. Werte gréRer/gleich der
87,5. Perzentile gelten als pathologisch und werden in der dritten Stufe des
Neugeborenenscreenings weiter abgeklart. Hierbei handelt es sich um einen Gen-Test,
der die 31 haufigsten CFTR-Mutationen in Deutschland umfasst. Lasst sich mindestens
eine Mutation nachweisen, gilt das Neugeborenenscreening als positiv. Bei einem IRT-
Wert ab der 99,9. Perzentile gilt das Screening dariber hinaus ohne weiterfihrende
Untersuchungen als automatisch positiv3°.

Die abschliel3ende Bestatigungsuntersuchung bei einem positivem
Neugeborenenscreening ist der Schweil3test. Je friher die Diagnose gestellt wird, desto
frher kann mit einer Behandlung begonnen werden, was sowohl die Lebenserwartung
als auch die Lebensqualitat erhoht3e.

In nicht-gescreenten Populationen ist die Diagnose CF aufgrund der unterschiedlichen

klinischen Manifestation der verschiedenen CFTR-Fehlfunktionen schwierig?®. Ergibt
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sich hierbei der klinische Verdacht auf CF wird im Gegensatz zum
Neugeborenenscreening sofort ein Schweil3test durchgefihrt und dann gegebenenfalls

ein Gentest angeschlossen.

1.5.4 Therapie der CF

Die Therapie der Mukoviszidose folgt einem multimodalen Behandlungskonzept.
Sinnvoll ist hierbei die Betreuung in einem Schwerpunktzentrum, um eine
interdisziplinare Behandlung zu gewahrleisten und dem klinisch vielfaltigen Bild der
Mukoviszidose gerecht zu werden. Schwerpunkte sind hierbei die Behandlung der
Malabsorption, der beeintrachtigten mukozilidren Clearance, sowie die antiinfektive
Therapie. Das Wissen Uber den Genotyp des Patienten gewinnt an immer grol3erer
Bedeutung, da erste mutationsspezifische CFTR-modulierende Therapien bereits
zugelassen sind und kurz- bis mittelfristig mit einer Vielzahl von weiteren CFTR-
modulierenden Therapien zu rechnen ist®”. Erganzt wird das Behandlungskonzept
durch eine regelmallige Physiotherapie zur Starkung der Atemmuskulatur und eine

begleitende psychologische Betreuung?®.

1.5.4.1 Antiinfektive Therapie

Die meisten Patienten*innen mit CF leiden unter chronischen Infektionen mit
Staphylokokken oder Pseudomonas aeruginosa. Studien konnten einen
Zusammenhang zwischen der chronischen Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa
und einer schnelleren Abnahme der Lungenfunktion, haufigeren pulmonalen
Exazerbationen und erhohter Mortalitat zeigen?®. Eine friihe Detektion und Behandlung
sind daher ausschlaggebend fur den Behandlungserfolg der CF.

Wahrend bei jungeren Kindern vor allem Staphylokokkus aureus der haufigste isolierte
Keim ist, nimmt die Anzahl an Pseudomonas aeruginosa Infektionen mit steigendem
Alter zu?>38, Im Rahmen der Erkrankung treten oftmals weitere gramnegative,
stabchenférmige  Bakterien wie beispielsweise  Acromobacter xylosoxidans,
Stenotrophomonas maltophilia oder Burkholderia auf. Die frihe antibiotische
Behandlung steht im Mittelpunkt der Therapie, um langfristig eine mdglichst gute
Lungenfunktion zu erhalten.

Seit Mitte der 80iger Jahre hat sich dafir die 14-tdgige intraventse Antibiotikatherapie
bei Patienten*innen mit CF als antiinfektive Therapie etabliert®®. Seit Einflihrung der
inhalativen  pseudomonaswirksamen  Antibiotikatherapien orientiert sich  die

Entscheidung, eskalierend eine intravendsen Antibiotikatherapie zu beginnen, weniger
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an einem starren Schema, sondern zunehmend an den Symptomen der
Patienten*innen. Der Behandlungszeitraum variiert von 10 bis zu 21 Tagen. Bei
klinischer Indikation oder multiresistenten Keimen konnen aber auch langere
Therapiezeitraume angebracht sein. Im Falle eines kirzeren Behandlungszeitraums
bestent die Gefahr einer schlechteren Infektionsbekampfung und einem daraus
resultierenden erhohten Risiko fur eine Lungenschadigung. Gleichzeitig wird durch eine
kirzere Therapie allerdings das Risiko von Uberempfindlichkeitsreaktionen auf die
angewandten Medikamente reduziert®®. Ein langerer Zeitraum ohne notwendige
Indikation verbessert nicht den Erfolg der Behandlung und erhoht das allergische
Risiko.

Durch den haufigen Einsatz von Antibiotika bilden sich zusétzlich Resistenzen aus.
Eine Eradikation der chronischen Besiedelung mit pathogenen Erregern wird in der
Regel nicht erreicht. Aus diesem Grund ist es bei Erreger-Erstnachweis essentiell,
insbesondere bei Pseudomonas aeruginosa, eine Eradikation anzustreben, um die
Lebenserwartung zu verlangern?>4%, Zudem ist die Kontrolle der Exazerbation durch
eine regelmallige Antibiotikatherapie entscheidend fir den weiteren Verlauf. Als
Eckpfeiler der antibiotischen Therapie haben sich  Aminopenicilline und
Acylureidopenicilline in Kombination mit beta-Laktamaseinhibitoren, Cephalosporine der
Generation 3b und Aminoglykoside etabliert. Aufgrund der oft schlechten
Bioverfluigbarkeit systemisch verabreichter Antibiotika im Lungenparenchym stehen
inhalative Antibiotika als erganzende Therapie zur Verfigung. Dadurch wird eine
hohere Antibiotikakonzentration im Lungengewebe erreicht und die systemische
Toxizitat reduziert*>. Zudem konnen so Krankenhausaufenthalte reduziert werden.
Aktuell  sind  Tobramycin, Colistin, Levofloxacin und  Aztreonam als
Inhalationsmedikamente zugelassen.

Zusatzlich erfolgt eine anti-inflammatorische Behandlung, um Lungengewebsumbau
und -zerstdrung vorzubeugen und so eine Abnahme der Lungenfunktion zu verhindern.
Die fur diesen Zweck gebrauchlichsten Medikamente umfassen systemische und
inhalative Corticosteroide sowie Ibuprofen*s. Die fir diesen Zweck angewandten
Corticosteroide sind jedoch nicht fir diese Indikation zugelassen und sollten nicht
routinemaRig inhaliert werden*t. Ibuprofen zeigt vor allem bei Kindern eine

Verlangsamung des Fortschreitens der Lungenerkrankung*®.
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1.5.5 Komplikationen der Therapie von Mukoviszidose

In den letzten Jahren ist durch die verbesserten Therapiemdglichkeiten die
durchschnittliche Lebenserwartung von Patienten*innen mit CF deutlich angestiegen.
So liegt sie aktuell bei 40 Jahren und fur die heutigen Neugeborenen wahrscheinlich bei
55 Jahren*®. Ein Faktor hierfir sind die regelmaRigen intravendsen
Antibiotikabehandlungen, die verabreicht werden, um die chronischen, pulmonalen
Infektionen zu kontrollieren und Exazerbationen zu verhindern oder abzumildern. In
dieser Studienkohorte konnten kumulativen Lebenszeitdosen von Uber 1kg pro
Antibiotikum pro Patient*in beobachtet werden. Bei den beiden haufigsten
verabreichten Antibiotika wurden Spitzenwerte von lber 3kg und 4kg bei einzelnen

Patienten*innen in dieser Studienkohorte erreicht (Abbildung 2).
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Abb. 2: Darstellung der errechneten kumulativen Lebenszeitdosen

Abgebildet sind die kumulativen Dosen von zwei der am haufigsten verabreichten Antibiotika, Tazobac®
(Piperacillin/Tazobactam) und Fortum® (Ceftazidim), innerhalb der Studienkohorte.

Die verabreichten Antibiotika variieren dabei je nach Erregerspektrum. Die
gebrauchlichsten Antibiotika sind Acylureidopenicilline, Cephalosporine der Generation
3b und Aminoglykoside. Im Kklinischen Alltag kommt es haufig zu
Uberempfindlichkeitsreaktionen auf parenteral verabreichte Antibiotika (URPA). Diese
stellen ein erhebliches Problem bei der Behandlung der Patienten*innen dar. Die
haufigsten Symptome im Falle einer Uberempfindlichkeitsreaktion sind Pruritus und
dermatologische Symptome wie Exantheme?’, aber auch bronchopulmonale

Obstruktion und Medikamentenfieber. Aufgrund der URPAs kommt es haufig zu
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Einschrankungen und einem Wechsel oder Abbruch der Therapie. Des Weiteren legen
bisher  verdoffentlichte Fallstudien  die  Vermutung nahe, dass eine
medikamenteninduzierte Autoimmunhamolyse besonders haufig durch Piperacillin
hervorgerufen wird und dass Patienten*innen mit CF auffallig h&ufig davon betroffen
sind48, Weitere Fallberichte unterstiitzen diese Vermutung!®4°-52, Bei Auftreten dieser
lebensbedrohlichen Reaktion im Therapieverlauf wird aktuell eine lebenslange Karenz
des betroffenen Antibiotikums empfohlen. Dies schrankt allerdings langfristig die

Therapie der chronischen Entziindung weiter ein.
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2. Fragestellung und Motivation

Aufgrund der chronischen Besiedlung mit pathogenen Erregern werden Patienten*innen
mit CF mit hohen Dosen von parenteralen, oralen und inhalativen Antibiotika behandelt.
Die am haufigsten verwendeten Antibiotika sind Penicilline, Cephalosporine und
Aminoglykoside. Im klinischen Alltag werden dabei regelmanig
Uberempfindlichkeitsreaktionen im Zusammenhang mit intravends verabreichten
Antibiotika beobachtet*’. Diese stellen ein groRes Problem im therapeutischen
Management der Krankheit dar. H&ufig ist die klinische Konsequenz einer
Uberempfindlichkeitsreaktion ein Abbruch oder Wechsel der Therapie. Die
immunologischen Ursachen bleiben jedoch meistens ungeklart. Eine lebensbedrohliche
Komplikation bei der Behandlung mit intravendsen Medikamenten ist die Bildung von
ddabs, die zu einer akuten, klinisch lebensbedrohlichen H&molyse bis hin zum
hamorrhagischen Schock fuhren kénnen.

Grundlage fur die Durchfiihrung dieser Studie war die Beobachtung des Instituts fur
Transfusionsmedizin Charité Berlin, dass mehr als 50% der in ihrem Labor serologisch
bestatigten Fé&lle von Piperacillin-abhangigen Antikdrpern und ungefahr 30% der
publizierten Falle Patienten*innen mit der Grunderkrankung Mukoviszidose betrafen?.
Zudem wurde erstmals bei einer Patientin mit CF Uber eine milde, Piperacillin-
abhangige hamolytische Anamie berichtet, die sich klinisch asymptomatisch
prasentierte und keiner therapeutischen Intervention bedurfte!.

Die hier vorliegende prospektive Arbeit soll zur Klarung beitragen, ob
medikamentenabhéngige erythrozytare Antikorper bzw. medikamenteninduzierte
Autoimmunhamolysen bei Patienten*innen mit CF haufiger auftreten als bisher fir die
Allgemeinheit vermutete Wahrscheinlichkeit von 1-4:1.000.000/Jahr® und ob es sich
daher um eine besonders gefahrdete Patientengruppe handelt. Des Weiteren wurde
untersucht, ob es haufiger zu subklinischen Verlaufen kommt, die nicht erkannt oder
fehlinterpretiert werden®3,

Zusatzlich wurden Daten zu URPAs erhoben. Unter anderem wurden Reaktionen auf
Antibiotika und bisherige Therapieregime dokumentiert. Des Weiteren wurden Daten zu
Mukoviszidose Verlaufsparametern, wie FEV1 und Pseudomonasbesiedlung, und zum
IgE, als Marker der Typ-I-Allergie und Atopiemarker, erhoben. Die gesammelten Daten
dienten dazu, im Falle einer Antikdrperbildung, Aussagen zu eventuellen Pradikatoren

treffen zu kénnen.
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Die folgende Arbeit soll ebenfalls dazu beitragen, mégliche diagnostische Algorithmen
zu entwickeln, um in Zukunft frihzeitiger und zuverlassiger eine DIHA zu

diagnostizieren.
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3. Methodik

3.1 Durchfihrung am Christiane Herzog-Zentrum und dem Institut far
Transfusionsmedizin Charité Berlin

Der klinische Teil der vorliegenden Studie wurde auf Station 15 im Christiane Herzog-
Zentrum fur Mukoviszidose im Virchow Klinikum der Charité durchgefuhrt. Das Zentrum
ist spezialisiert auf die Behandlung von Kindern und Erwachsenen mit CF. Es bietet
sowohl ambulante als auch stationdre Betreuung an, sodass eine umfassende
Versorgung der Patienten*innen gewahrleistet ist. Ebenfalls ist der Station ein
Studienzentrum angegliedert, um den Patienten*innen die Moglichkeit zu bieten, aktiv
an der Weiterentwicklung neuer therapeutischer Anséatze mitzuwirken. Dieser Umstand
war hilfreich bei der Rekrutierung der Studienteilnehmer*innen fur diese Arbeit.

Die diagnostische Untersuchung auf medikamentenabhéngige Antikorper erfolgte am
Institut fur Transfusionsmedizin - Charité Virchow Klinikum. Das Institut umfasst ein
breites Spektrum an hamatologischen und immunhé&matologischen Laboreinrichtungen,
Ambulanzen und Forschungsabteilungen. Unter anderem dient es Referenzlabor fur
spezielle immunhamatologische Fragestellungen mit einem Einzugsgebiet aus ganz
Deutschland.

Durch die raumliche Nahe der einzelnen Abteilungen lie3 sich ein reibungsloser

Studienablauf gewahrleisten und auftretende Fragen fachubergreifend klaren.

3.2 Einschlusskriterien der Studienpopulation

Die Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin hat fir die hier vorgestellte
Studie ein positives Votum gegeben (Nummer: EA2/079/15). Aktuell werden circa 350
Patienten*innen mit Mukoviszidose im Christiane Herzog-Zentrum betreut und
behandelt. Aus dieser Patientengruppe wurde die vorliegende Kohorte rekrutiert. Um in
die Studie eingeschlossen zu werden, mussten die Teilnehmer*innen alter als 12 Jahre
sein und eine intravenose (iv) Antibiotikatherapie Uber mehr als 10 Tage erhalten.
Ausschlusskriterium war eine erhaltene Organtransplantation und eine schon
dokumentierte DIIHA. Patienten*innen, die eine iv Therapie Zuhause durchfuhrten,
wurden ebenfalls eingeschlossen.

58 Patienten*innen erfillten die Kriterien und unterschrieben, nach Aufklarung utber
mogliche Risiken, die Einverstandniserklarung. Bei 15 Patienten*innen kam es jedoch

aufgrund fehlender Blutentnahmen oder kirzerer Behandlungsdauer zu einem
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Ausschluss aus der Auswertung. Im Verlauf des Studienzeitraums wurde bei 6
Patienten*innen mehrmals eine iv Therapie durchgefiihrt. Insgesamt wurden somit

Daten von 52 Antibiotikazyklen bei 43 Patienten*innen ausgewertet.

3.3 Datenerhebung

Alle geeigneten Patienten*innen wurden zu Beginn lhres Aufenthaltes Uber die Studie
und die moglichen Risiken aufgeklart und mussten mit Ihrer Unterschrift Ihr
Einverstandnis erklaren.

Es wurden die Stammdaten der Patienten*innen, Informationen zu den
Behandlungskursen und Reaktionen auf parenterale Antibiotika erhoben.

Bei der aktuellen Datenerhebung zu den Stammdaten, Behandlungskursen und den
Uberempfindlichkeiten gegen parenterale Antibiotika wurde auf die etablierte
Datenbankstruktur einer vorangegangenen Dissertation ,Uberempfindlichkeit gegen
parenterale Antibiotika bei Patienten mit Mukoviszidose“ zurtickgegriffen und diese im
gleichen Stile fortgefiihrt>*.

Ein Teil (n=24) der aktuellen Kohorte (n=43) wurde schon in dieser Dissertation
eingeschlossen und hinsichtlich Uberempfindlichkeitsreaktionen dokumentiert. Fur die
aktuelle Studie wurden ausschlieRlich deren Daten zu Behandlungskursen und URPAs
bis 2011 GUbernommen. Alle weiteren Daten ab diesem Zeitpunkt wurden von mir neu
erhoben. Die prospektiven Daten zur Hamolyse und die Labordaten wurden fir alle

eingeschlossenen Patienten*innen vom Autor personlich neu generiert.

3.3.1 Stammdaten der Patienten*innen
Mit den Patienten*innen wurde bei Aufnahme ein strukturiertes Interview gefihrt und
gemeinsam ein standardisierter Fragebogen zu Medikamenteniberempfindlichkeiten
(ENDA-Fragebogen®®) ausgefiillt, der als validiertes Dokumentationsinstrument gilt.
Beim Interview wurde nach folgenden Punkten gefragt:

— Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen parenteral verabreichte Antibiotika

— Management der Reaktion

— kurze personliche Anamnese z.B. Allergien, medizinische Vorgeschichte

— Familienanamnese zu Allergien/Medikamententberempfindlichkeit

— Zusatzlich zum Fragebogen Besiedlungsstatus und Alter bei Erstdiagnose
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Anschlielend wurden die Patientenakten ausgewertet, um die Angaben aus den
Fragebdgen zu validieren und um folgende zusatzliche Informationen zu erganzen:

— bisherige iv Antibiotikatherapien

— Aktuelle FEV1

— CFTR-Mutation

— Alter bei Erstdiagnose

— Alle bisherigen parenteralen Antibiotikatherapien

- Stattgefundene Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen parenterale Antibiotika

— Allergie- und Atopiediagnosen, inklusive

- aktuelles gesamt IgE

- spezifisches IgE gegen Aspergillus

- stattgefundene oder aktuelle allergische bronchopulmonale Aspergillose
(ABPA)

- aktuelles IgE gegen Aeroallergen (SX1)

— Chronische Besiedlung (definiert als 2 Nachweise/Jahr) mit Pseudomonas
aeruginosa-, Stenotrophomonas maltophilia-, Achromobacter xylosoxidans-,
Methicillin-resistent ~ Staphylococcus  aureus-,  Staphylococcus  aureus-,
Haemophilus influenza-, Burkholderia

Diese Stammdaten wurden anhand einer personlichen Identifikationsnummer
pseudonymisiert.
Nicht alle erhobenen Parameter wurden ausgewertet und im weiteren Verlauf der

Doktorarbeit beriicksichtigt.

3.3.2 Behandlungskurse mit parenteralen Antibiotika
Die Stammdaten wurden ergdnzt um die jeweiligen Behandlungskurse der
Patienten*innen. Die Antibiotikabehandlungskurse wurden mit Hilfe der persodnlichen
Identifikationsnummer, dem Startdatum und dem jeweiligen Antibiotikum eindeutig
zugewiesen. Folgende Daten liegen pro Kurs und Antibiotikum vor:

— Personliche Identifikationsnummer

— Datum des Kursbeginns

— Medikament

— Tagesdosis
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— Dauer des Kurses in Tagen

— Kombinationstherapie (ja/nein)

3.3.3 Uberempfindlichkeitsreaktionen auf parenterale Antibiotika
Pro URPA lagen vor:
— personliche Identifikationsnummer
— Datum des Kursbeginns
— Medikament
— Tag des Kurses bei Auftreten der URPA
- Zeitlicher Bezug zur Infusion der URPA (sofort, weniger als eine Stunde, mehr
als eine Stunde)
— Lebensbedrohlich (ja/nein)
— Behandlung der Reaktion bzw. Fortsetzen mit antiallergischer Medikation oder
Andern oder Absetzen der antibiotischen Therapie
— Symptome (bis zu fiinf verschiedene) eindeutig gekennzeichnet und jeweils als
separater Eintrag erfasst.

3.3.3.1 Definition und Dokumentation von URPA

Eine URPA wurde in der Datenerhebung definiert als jegliche Form der
Uberempfindlichkeitsreaktion auf ein Antibiotikum in Zusammenhang mit einer
intravendsen Antibiotikabehandlung. Diese Informationen wurden entweder dem
Arztbrief oder dem erhobenen Fragebogen entnommen.

Im ersten Schritt wurden unselektiert alle auftretenden Symptome erfasst. Daraufhin
wurden diese zu Symptomgruppen zusammengefasst. Um ein Antibiotikum bei einer
Kombinationstherapie als Ausloser zu identifizieren, wurde zum einen das Auftreten der
Reaktion im zeitlichen Zusammenhang zur Gabe und/oder zum anderen das Vertragen
der anderen Antibiotika nach Absetzen des verdachtigten Antibiotikums bewertet. Wenn

maoglich wurde auch der Tag des Kurses, an dem die Reaktion stattfand, vermerkt.

3.4 Risikofaktorerhebung

Da die FEV1 und Pseudomonasbesiedlung zu den wichtigsten Verlaufsparametern der
Mukoviszidose gehdren und das gesamt IgE ein wichtiger Atopie- und Typ-I-
Allergiemarker ist, wurden diese Parameter auf ihre Bedeutung in Hinblick auf
medikamentenabhangige Antikérperbildung und mdgliche Autoimmunhé&molyse hin
analysiert. Ebenfalls wurden die URPAs, aufgrund ihrer groRen klinischen Bedeutung
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bei der Behandlung der Mukoviszidose, und die kumulative Dosis von
Piperacillin/Tazobactam, als haufigstem Ausléser einer URPA und DIIHA, als
Risikofaktoren untersucht. Aufgrund der unterschiedlich weit zurtickreichenden
Dokumentation Behandlungskurse, wurde bei der kumulativen Dosis nur der Zeitraum

seit 2013 betrachtet, um ein mdglichst aussagekraftiges Ergebnis zu erzielen.

3.5 Probengewinnung (Labordiagnostik)

Die Studienteilnehmer*innen wurden mit einer mindestens zehn tagigen intravendsen
Antibiotikatherapie behandelt (Therapieschema siehe 1.5.4.1) und wurden begleitend
auf medikamentenabhangige Antikorper untersucht.

Den Teilnehmenden wurde an Tag 3 (+1) und an Tag 12 (+/-2) Blut (2*6ml
(Ethylendiamintetraacetat) EDTA Ro6hrchen) abgenommen. Zusatzlich zu den
Blutentnahmen wurde an Tag 3 eine Probe (1*10ml) des 24h Sammelurin entnommen.
Die Blutproben von Tag 3 (+1), Tag 12 (+/-2) und das Urinréhrchen wurden umgehend
im Kuhlschrank bei 6°- 8°C gelagert und innerhalb von 72h im Labor auf
medikamentenabhéngige Antikorper untersucht. Des Weiteren wurde vor Beginn der
Therapie und zu den oben genannten Zeitpunkten ein EDTA-ROhrchen (3ml) und ein
Serum-Réhrchen (3ml) zur Bestimmung des Hamoglobinwerts (Hb) sowie der
Hamolyseparameter Laktatdehydrogenase (LDH), Haptoglobin und Retikulozytenzahl
abgenommen. Falls die Antibiotika bei klinischem Nichtansprechen oder aufgrund von
Uberempfindlichkeitsreaktionen gewechselt werden mussten, erfolgten erneute

Blutentnahmen fir die weitere Diagnostik.
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Sammelurin-Gewinnung

Abb. 3: Zeitlicher Ablauf der Blutentnahmen (BE) und Probengewinnung fiir die Labordiagnostik

3.6 Laboranalyse

3.6.1 Hamolyseparameter

Die Bestimmung von Hb und der Hamolyseparameter LDH, Haptoglobin und
Retikulozyten wurde im Labor Berlin, welches fir die Routinelabordiagnostik der Charité
verantwortlich ist, durchgefuhrt. Die Blutwerte von Tag O galten als Referenzwerte fir
den weiteren Verlauf. Im Falle einer Hamolyse waren ein erniedrigter Hb, ein erhohtes
LDH, ein erniedrigtes Haptoglobin und mit zeitlicher Verzégerung nach

Hamolysebeginn eine erhdhte Retikulozytenzahl zu erwarten.

3.6.2 Antikoérpersuchtest

Am Anfang der Blutprobenauswertung wurde immer ein Antikdrpersuchtest
durchgefuhrt. Dieser bestand aus einem indirekten Coombstest (IAT) und einem
direkten Coombstest (DAT). Beim DAT wurde untersucht, ob die RBCs mit Antikdrpern
beladen waren. Bei einem positiven Ergebnis wurde anschlieBend genauer
differenziert, um welche Immunglobulinklasse es sich handelte. Durch den IAT wurde
ermittelt, ob sich im Patientenplasma Antikérper gegen RBCs befanden. Bei positivem
Ergebnis wurden weitere Test zur Klarung der Antikdrperspezifitdt durchgefihrt.
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Abschlieend wurden alle Blutproben auf medikamentenabhdngige Antikorper

untersucht.

3.6.2.1 Direkter-/Indirekter-Coombstest

Der DAT und der IAT sind Routineverfahren in der immunhamatologischen Diagnostik.
Der IAT dient dem Nachweis von Antikérpern im Plasma gegen Antigene auf RBCs.
Dafir werden  Patientenplasma und  Testerythrozyten mit  bekanntem
Oberflachenantigenmuster inkubiert und anschlie3end zentrifugiert. Die Aussagekraft
bezlglich spezieller Antigenmuster ist im Falle eines positiven Testsergebnisses jedoch
zu gering, sodass weitere Antigendifferenzierungen angeschlossen werden mussen
(siehe unten). Der DAT weist Erythrozyten-gebundene Antikdrper nach. Daftir wird eine
Patientenerythrozytenldsung mit Coombsserum (Antihumanglobulinen) inkubiert und
anschlielend zentrifugiert. Far eine genauere Unterscheidung der
Immunglobulinklassen mussen jedoch weitere Tests angeschlossen werden. Fir beide
Tests wurden sogenannte Liss/Coombs-Karten (Bio-Rad, Cressier sur Morat,
Switzerland) verwendet. Der Vorteil besteht darin, dass bei diesen Karten das
Coombsserum schon in den Saulen der Karten enthalten ist und nicht mehr extra
hinzugefugt werden musste. Im Coombsserum sind Antihumanglobuline enthalten, die
aus Kaninchen-Serum gewonnen werden. Im Folgenden werden die Ablaufe der beiden

Tests detaillierter dargestellt:

Beide Tests erfolgte im Gelkartensystem (Bio-Rad, Cressier sur Morat, Switzerland) im
manuellen Ansatz. Zuerst wurde eine Liss/Coombs-Karte fur den IAT vorbereitet. Dafur
wurde in je eine Saule der Karte ein Tropfen (50ul) mit einer 1%-
Testerythrozytenldsung (ID-DiaCell 3-Suchzellen von Bio-Rad, Cressier sur Morat,
Switzerland) getropft. AnschlieRend kamen 25ul Patientenplasma hinzu. Das Plasma
wurde gewonnen, indem das EDTA-R6hrchen fir drei Minuten bei 3980 Umdrehungen
pro Minute (rounds per minute = RPM) zentrifugiert und danach der Uberstand
abgehoben wurde. Fur den DAT wurden die RBCs des Patienten mit ID-Diluent 2 (Bio-
Rad, Cressier sur Morat, Switzerland) auf eine 1%-L0sung verdinnt und 50pl in eine
freie Liss/Coombs-Saule getropft. Sowohl der IAT als auch der DAT wurden 15 Minuten
bei 37°C inkubiert und danach fir zehn Minuten mit 910 RPM zentrifugiert. Der Test
wurde als negativ gewertet, wenn alle Zellen sich nach dem Zentrifugieren am Boden

der Karte befanden. Bei positivem Ausfall kam es zur Antikdrper-Antigenbindung
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(Agglutination der Erythrozyten) und die Agglutinate wurden im Gel zurtickgehalten. Die
Starke der Reaktion wird standardmafiig von O bis 4 eingeteilt, je nach der Menge und

Lokalisation der Erythrozyten in der Gelsaule (Abbildung 4).

1 B

v "
Tl I | Det

Abb. 4: Beispielhafte Darstellung unterschiedlicher Reaktionsstarken
Il -> 0 (negativ), DCT (DAT) -> 4 (stark positiv)

3.6.2.2 Weiterfuhrende Differenzierung

Papaintest

Im Falle eines positiven IATs und/oder der DATs, wurde ein Papaintest (ID-DiaCell
papainisierte 3-Suchzellen von Bio-Rad, Cressier sur Morat, Switzerland) durchgefuhrt.
Dieser Test bietet eine hohere Sensitivitat fur erythrozytdre Autoantikdrper und
bestimmte Alloantikdrper als der IAT, sodass bei einem negativem IAT und gleichzeitig
positivem DAT oftmals doch eine Aussage Uber die Antigenspezifitdt der Antikdrper
getroffen werden konnte. Hierfur wurden die papainisierten 3-Suchzellen, ebenfalls mit
bekanntem Antigenmuster, auf eine Natriumchlorid (NaCl)- Karte (Bio-Rad, Cressier sur
Morat, Switzerland) getropft und je Saule 25ul Patientenplasma hinzugefiigt. Die
Testkarte wurde wieder bei 37°C fur 15 Minuten inkubiert und fir 10 Minuten mit 910

RPM zentrifugiert.

1ller-Differenzierung

Bei einem positiven IAT wurde zuséatzlich eine genauere Antigendifferenzierung
durchgeftihrt, um herauszufinden gegen welche oberflachlichen, erythrozytaren
Antigenmuster die Antikdrper gerichtet sind. Hierflr wurden spezielle Erythrozyten mit
spezifischem Antigenmuster (ID-DiaPanel von Bio-Rad, Cressier sur Morat,
Switzerland) in die Saulen der Liss/Coombs Karten getropft und 25ul Plasma
hinzugefugt. Die Karten mussten wie Dbereits beschrieben (3.6.2.1) inkubiert und

zentrifugiert werden.
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Papainisierte 11er-Differenzierung

Bei einem positiven Papaintest wurde eine papainisierte 1ler-Differenzierung (ID-
DiaPanel-P von Bio-Rad, Cressier sur Morat, Switzerland) durchgefiihrt. Es wurde, wie
zuvor bei der Antigendifferenzierung beschrieben (3.6.2.1), verfahren. Es wurden

jedoch NaCl-Karten anstelle von Liss/Coombs-Karten verwendet.

Mono-DAT

Bei positivem Ausfall des DAT wurde auf speziellen Liss/Coombs-Karten ein Mono-DAT
(DC-Screening | von Bio-Rad, Cressier sur Morat, Switzerland) durchgefihrt, um
Informationen tber die Immunglobulinklassen und Komplementaktivitat zu erhalten. Mit
dieser Karte lieRen sich 1gG, IgA, IgM sowie Komplement C3d und C3c auf den
Erythrozyten nachweisen. In die jeweiligen Saulen der Gelkarte wurden 50ul, der far
den DAT vorbereiteten, 1%-Erythrozytenldsung getropft. Wie bereits beschrieben wurde
die Karte bei 37°C fur 15 Minuten inkubiert und fir 10 Minuten mit 910 RPM

zentrifugiert.

Eluat

Bei positivem DAT wurde fir die weitere Antikérpertestung ein Eluat angesetzt. Dabei
wurden mogliche auf den RBCs sitzende Antikorper abgeldst, sodass ein spezifischer
Antikorpernachweis erfolgen konnte. Dafur wurde 1ml RBCs in ein Reagenzglas
gegeben und mit NaCl 0,9% aufgeflllt. Das Reagenzglas wurde daraufhin bei 3980
RPM fir 2 Minuten zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und das
Reagenzglas wieder mit NaCl 0,9% aufgefullt. Dieser Waschvorgang wurde drei Mal
wiederholt. Beim dritten Durchgang wurde der Uberstand fur die spatere
Negativkontrolle (s.u.) aufbewahrt. AnschlieRend wurden die gewaschenen RBCs mit
einer Transferpipette tropfenweise in ein anderes Reagenzrohrchen Uberfihrt. Nun
wurde mit gleicher Anzahl an Tropfen die Saure aus dem BAG-Elutions-Kit (Bio-Rad,
Cressier sur Morat, Switzerland) hinzugegeben und die Testkarte flir 60s zentrifugiert.
Der Uberstand wurde anschlieRend in ein neues Reagenzglas Uberfuihrt. Daraufhin
wurde die Base aus dem BAG-Elutions-Kit hinzugetropft bis sich die Loésung leicht
blaulich verfarbte. Nun wurde die Losung wieder fir 60s zentrifugiert und danach in ein
neues Rohrchen Ubertragen. Der Vorgang wiederholte sich drei Mal. 25ul des nun
fertigen Eluats wurden auf eine mit den 3-Suchzellen vorbereiteten Liss/Coombs-Karte

pipettiert. Zusatzlich wurde als Negativkontrolle eine weitere beliebige 3-Suchzelle in
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eine vierte Saule getropft und 25ul des aufbewahrten Uberstands des letzten
Waschschritts (s.0.) hinzugegeben. Der Testansatz wurde bei 37° fur 15 Minuten

inkubiert und fur zehn Minuten mit 910 RPM zentrifugiert.

3.6.3 Medikamententestung

Mit der Medikamententestung wurde untersucht, ob sich zum Zeitpunkt der Testung
medikamentenabhéngige Antikdrper gegen RBC im Plasma der Patienten*innen
befanden. Untersucht wurden die Proben der Zeitpunkte Tag 3(+1) und Tag 12(+/-2).
Da die erstmalige Bildung von Antikdrpern eine Latenz von mindestens 6 Tage hat,
zeigte ein positiver Test an Tag 3(+1) eine bereits stattgefundene Immunisierung vor
der aktuellen Therapie an'4. Ein erstmals positiver Test an Tag 12(+/-2) konnte auf eine
maogliche neue Immunisierung, aber auch auf eine Boosterung nach stattgehabter
Immunisierung zurickzufuhren sein. Fur den Medikamententest wurde das Plasma der
Patienten*innen auf alle aktuell verabreichten Antibiotika und zuséatzlich immer auf
Piperacillin/Tazobactam getestet. Hierfiir wurden jeweils eine Liss/Coombs-Karte und
eine NaCl-Karte pro Saule mit 50ul einer gepoolten 1%-Testerythrozytenlésung
vorbereitet. Anschliel3end wurde 25ul Patientenplasma (Gewinnung siehe 3.6.2.1) pro
Saule hinzugeflgt. Die zu testenden Antibiotika wurden mit NaCl 0,9% auf eine 1mg/ml
Losung verdunnt. Davon wurden jeweils 25ul in die jeweilige Saule pipettiert. Um
maogliche positive Ergebnisse auf ex-vivo Metabolite zu detektieren, wurde der Test
zusatzlich mit Patientenurin und wenn mdglich mit zwei Fremdurinen von
Patienten*innen, die das zu untersuchende Medikament ebenfalls erhalten hatten,
durchgeftihrt. Der Urin wurde dafur aufbereitet, indem er fur 5 Minuten bei 3980 RPM
zentrifugiert wurde, sodass sich mdgliches Sediment am Boden sammelte. Von dem
Uberstand wurden 50pl Urin in je eine weitere freie Saule pipettiert. Der Test wurde 30
Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieend fur 10 Minuten bei 910 RPM zentrifugiert.
Bei positivem Testausfall (siehe Antikdrpersuchtest, 3.6.2.1), wurden Negativkontrollen
angesetzt. Dafur wurde der Test mit NaCl 0,9% anstelle der Medikamentenl6sung
angesetzt (Negativkontrolle I). Zudem wurden Kontrollplasmaproben von gesunden
Blutspendern*innen mit den RBCs, der Medikamentenlésung und den Urinen getestet
(Negativkontrolle 11). Reagierte das Plasma der Patienten*innen bereits vor Zugabe von
Medikament oder Metabolit positiv, wurde das Plasma der Probe dialysiert, um

eventuelle Uberreste des Antibiotikums und/oder des Metaboliten zu entfernen und
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dann erneut getestet. Dafir wurde die Medikamentenlosung erneut hinzugefuigt, um

eine medikamentenabhéngige Reaktion zu bestétigen.

3.7 Statistische Auswertung

In der statistischen Auswertung wurden die Gruppen Antikorper ,positiv‘ und ,negativ”
in Hinblick auf die vorher genannten, mdglichen Risikofaktoren verglichen.

Die deskriptive Statistik wurde auf Grundlage der gesammelten Daten durchgefihrt.
Hierfur wurden die Mediane (25. und 75. Perzentile) der einzelnen Parameter ermittelt
und miteinander verglichen.

Aufgrund der kleinen Gruppengréf3en und offensichtlicher Abweichung der Daten von
der Normalverteilung wurde die Verwendung parameterfreier Tests begriindet. Zur
Berechnung von Effekten zwischen den Gruppen hinsichtlich moglicher Risikofaktoren
wurde bei unverbundenen, nicht normalverteilten Stichproben der Mann-Whitney-U-
Test verwendet.

Ein Signifikanzniveau wurde bei einem ermittelten p-Wert <0,05 angenommen. Das

Konfidenzintervall wurde mit 95% angegeben.

Die statistische Auswertung der vorhandenen Daten erfolgte mit der Statistiksoftware
IBM SPSS (Version 25). Grafiken wurden mit SPSS oder Microsoft Excel erstellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Studienteilnehmer*innen

Als mogliche Studienteilnehmer*innen kamen alle Patienten*innen mit CF in Frage, die

wahrend des Studienzeitraums (Oktober 2015 bis Juni 2016) eine intraventse

Antibiotikatherapie erhielten und die Einschlusskriterien erfullten. Von den 58

Patienten*innen, die anfanglich die Kriterien erfillten und einwilligten teilzunehmen,

wurden 15 Patienten*innen aufgrund von fehlender Blutentnahmen oder friherer

Entlassung nicht die Auswertung eingeschlossen. Die Basischarakteristika der Kohorte

(n=43) sind in Tabelle 1 beschrieben.

Tabelle 1: Patienten*innencharakteristika

Variablen

Patienten mit CF

Anzahl der Patienten*innen, n

43 (2100%)

Weiblich, n 28 (£65%)
FEV1 & 45,6
Medianes Alter (Standardabweichung) 30 (11)

Patienten*innen mit URPAs in der Vergangenheit, n

28 (£65%)

Patienten*innen ohne bisherige URPAs, n

15 (235%)

Besiedlung mit Pseudomonas aeroginusa, n

36 (£84%)

Medianes gesamt Serum IgE kU/I (Standardabweichung) 47,4 (191)
Eindeutige Reaktionen auf Piperacillin/Tazobactam, n 20
Eindeutige Reaktionen auf Ceftazidim, n 14
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4.2 Laborergebnisse

Insgesamt wurden 52 Antibiotikazyklen untersucht und ausgewertet. Zwei Patientinnen
der 43 Patienten*innen entwickelten nachweislich wahrend des Studienzeitraums
medikamentenabhéngige Antikdrper gegen Piperacillin. Klinisch blieben beide
Patientinnen jedoch unauffallig, sodass keine intensivmedizinische Behandlung

notwendig war.

4.2.1 Antikorpertestung

Bei allen Proben wurde ein IAT und ein DAT durchgefihrt, um mdgliche Antikérper zu
entdecken.

Der IAT fiel insgesamt nur bei zwei Patienten*innen positiv aus. Davon einmal aufgrund
von medikamentenabhangigen Antikorper, im zweiten Fall aufgrund nachgewiesener
(medikamentenunabh&ngiger) erythroyztarer Alloantikorpern der Spezifitat Anti-E.

Beim DAT hingegen zeigten sich haufiger positive Reaktionen. Insgesamt bei 31 von 52
Antibiotikazyklen fiel zum Ende der Therapie der DAT positiv aus. Davon kam es im
Verlauf von 26 Therapiezyklen zu einem Anstieg des DAT-Wertes. Positive DATsS nach
Gabe von Medikamenten ohne den Nachweis von spezifischen erythrozytaren
Antikorpern und/oder einer Hamolyse sind ein bekanntes Phanomen®®. Haufige
Ausldser scheinen Cephalosporine und beta-Laktamaseinhibitoren zu sein. Auch in
dieser Studie kamen vermehrt positive DATs unter der Therapie mit Dbeta-
Laktamantibiotika + beta-Laktamaseinhibitoren und Cephalosporinen vor. Am
haufigsten wurde dies bei Piperacillin/Tazobactam und Ceftazidim beobachtet.

Um die genauen Klassen der Immunglobuline und eine Komplementaktivierung bei
einem positivem DAT zu ermitteln, wurden Mono-DATs angefertigt. Diese ergaben,
dass es sich bei den Antikdrpern ausschlieBlich um 1gG handelte. Eine
Komplementaktivierung wurde bei keiner der Proben nachgewiesen.

Auch bei den beiden Patientinnen mit medikamentenabhangigen Antikérpern liel3en
sich keine anderen Immunglobulinklassen oder Komplement nachweisen. Das

zusatzlich angefertigte Eluat war ebenfalls in allen Fallen negativ.

4.2.2 Hamolyseparameter

Die bei den Studienteilnehmern*innen erhobenen Hamolyseparameter Hamoglobin,
LDH, Haptoglobin und Retikulozyten sprachen zusammen betrachtet nur bei einer
Patientin flr eine neu aufgetretene Hamolyse. Zwar gab es bei einigen Patienten*innen

einen Abfall des Hamoglobins vom Aufnahmetag zu Tag 3, doch dies liel3 sich klinisch
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zurUckfuhren auf die Gabe von intraventser Flussigkeit, die viele aufgrund Ihres
Gesundheitszustandes erhielten.
Insgesamt entwickelte damit eine von 43 ausgewerteten Patienten*innen nachweislich

eine medikamentenabh&ngige Autoimmunhamolyse.

4.3 Verlaufscharakterisierung

Im Folgenden werden die beiden Patientinnen mit medikamentenabhangigen
Antikorpern genauer charakterisiert, um ein besseres Verstandnis fur den zeitlichen
Bildungsverlauf von medikamentenabhéangigen Antikdrper und einer DIIHA zu erlangen.

Hierfir wurden die wichtigsten Hamolyse- und Laborparameter genauer analysiert.

4.3.1 Patientin 1

Der durchgefihrte IAT fiel erstmals an Tag 12 positiv aus. Jedoch zeigten sich schon
positive Reaktionen im sensitiveren Papaintest an Tag 3 (Tabelle 2). Die Starke der
IgG-Beladung des DATs nahm udber den Verlauf der Therapie stark zu. In der
Antikdrper-Differenzierung war eine Auto-Anti-e  Spezifitit nachweisbar. Das
medikamentenabhéngige Antikdrper Blutgruppenspezifitaten aufweisen, vor allem Auto-

Anti-e, ist ein bekanntes Phdnomen®51.57,

Tabelle 2: Antikdrpertestung bei Patientin 1 mit den jeweiligen Reaktionsstarken

Test Tag 3 | Tag 12
IAT | 0 2

IAT Il 0 0

IAT Il 0 1,5
Papaintest| | 3 4
Papaintest Il | 2 3
Papaintest Il | 3 4

DAT 2 3

Medikamententestung

Bei Patientin 1 lieBen sich an Tag 3 medikamentenabhéngige Antikdrper gegen
Piperacillin/Tazobactam im Labor nachweisen (Tabelle 3). Dies sprach dafir, dass die
Immunisierung schon in der Vergangenheit stattgefunden hatte, da bei einer
Neubildung an Tag 3 wahrscheinlich noch keine Antikdrper nachweisbar gewesen
waren4. Auffallig war, dass an Tag 3 die Reaktion mit Eigenurin (ex-vivo Metabolit)
starker ausfiel als gegen das eigentliche Medikament. Im Verlauf lie3 sich eine
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Zunahme aller Reaktionen beobachten. Auch nach Beendigung der Therapie stieg die
Reaktionsstarke weiter an. Dies bedeutete eine fortlaufende Aktivierung des
Immunsystem mit Bildung von weiteren Antikorpern. Selbst nach 7 Monaten (Tag 210)
waren noch spezifische Piperacillin-abhangige Antikorper nachweisbar (Abbildung 5).

Tabelle 3: Medikamententestungen bei Patientin 1

Testreagenz Tag 3 | Tag 12 | Tag 26
Reaktionsstarke
Tazobac® (Piperacillin/Tazobactam) 0,5 15 3
Colistin 0 1* nt
Eigenurin 1 2 3
Patientenurinl (Tazobac®+Colistin) 1 2 3
Patientenurin2 (Tazobac®+Tobramycin) | O 2 nt
Negativkontrolle Il 0 1* nt

nt= nicht getestet; * Da sich im Plasma noch Spuren des Medikaments oder seiner Metabolite befanden,
waren die Tests der Negativkontrolle und mit Colistin ebenfalls positiv.

Medikamententestung

3,5

2,5

1,5

Reaktionsstarke im IAT

0,5
, =
Tag3 Tagl2 Tag26 Tag210
Verlauf

M Piperacillin/Tazobactam eMet

Abb. 5: Vergleich von Piperacillin/Tazobactam und Eigenurin (eMet) bei Patientin 1
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Da die Patientin an Tag 12 auch ohne Zugabe von Piperacillin/Tazobactam einen
positiven IAT hatte, wurde ihr Plasma dialysiert, um mogliche Reste des Medikaments

bzw. seiner Metabolite zu eliminieren. Nach der Dialyse zeigten sich im IAT keine
Reaktionen mehr (Abbildung 6).

Abb. 6: IAT (1,2,3) von Tag 12 vor und nach der Dialyse des Plasmas

Anschlielend wurde das dialysierte Plasma erneut getestet, um eine spezifische
Medikamentenabhéangigkeit zu bestatigen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Medikamententestung bei Patientin 1 mit dem dialysierten Plasma von Tag 12

Testreagenz Reaktionsstarke
Tazobac® (Piperacillin/Tazobactam) | 2

Fremdurinl (Tazobac®+Tobramycin) | 2,5

Fremdurin2 (Tazobac®+Colistin) 1

Eigenurin 25

Fremdurin3 (Piperacillin) 0

Fremdurin4 (Piperacillin) 15

Fremdurin5 (Piperacillin) 1
Negativkontrolle |1 (NaCl 0,9%) 0

Die positiven Reaktionen auf Piperacillin/Tazobactam und die Fremdurine mit reinem

Piperacillin bestéatigten den Verdacht von Piperacillin-abh&ngigen Antikdrpern.
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Hamolyseparameter:

Die Hamoglobinwerte zeigten einen Abfall von 14,3g/dl am Aufnahmetag auf 10,3g/dI
am Behandlungsende (Tag 12) (Abbildung 7). Die Patientin zeigte jedoch keine klinisch
auffalligen Symptome, weshalb der Abfall als nicht kritisch angesehen wurde. Im
Verlauf erholte sich der Hb-Wert der Patientin spontan wieder auf 12,6g/dl trotz
Zunahme der Reaktionsstarken in der Medikamententestung (Abbildung 5). Dies

erklarte sich aus dem Anstieg der Retikulozyten (Abbildung 8).

Hamoglobinverlauf

16
14
12

10

Hb in g/dl

Aufnahme Tag3 Tagl2 Tag26

Abb. 7: Hamoglobinwerte im Verlauf bei Patientin 1
Referenzbereich: 12-15,6g/dl

39



Der Verlauf der Retikulozyten unterstitzte die Diagnose einer Hamolyse. Es kam zu
einem verzogerten, starken Anstieg des Wertes auf 169/nl nach dem Hamoglobinabfall
am Abschlusstag (Tag 12). Dies wurde als Zeichen der Kompensation nach

verstarktem Erythrozytenuntergang gewertet.

Retikulozytenverlauf
180
160
140
120
100
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Retikulozyten/nl
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40
20

Aufnahme Tag3 Tagl2 Tag26

Abb. 8: Retikulozytenwerte im Verlauf bei Patientin 1
Referenzbereich: 25-105/nl
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Zu Beginn der Therapie lag der Wert des Haptoglobins oberhalb des Referenzbereichs
von 0,3-2g/l. Obwohl Haptoglobin ein sehr empfindlicher Marker fir Hamolyse ist und
der Wert im Verlauf auch absank, lag der niedrigste Wert von 1,54g/l immer noch
innerhalb des Referenzintervalls (0,3-2g/l). Zu beachten galt es jedoch, dass
Haptoglobin ein Akut-Phase-Protein ist und die Patientin mit einer chronischen

Inflammation und akuter Exazerbation aufgenommen wurde.

Haptoglobinverlauf

2,5

1,5

Haptoglobin in g/l

0,5

Aufnahme Tag3 Tagl2 Tag26

Abb. 9: Haptoglobinwerte im Verlauf bei Patientin 1
Referenzbereich: 0,3-29g/I
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Beim LDH war eine Zunahme im akuten Geschehen zu erwarten. Dieser Anstieg fiel
jedoch nur sehr gering aus. Dies sprach fir eine leichte Hamolyse. Interessanterweise
erreichte der Wert 2 Wochen nach Abschluss der Therapie (Tag 26) sein Maximum.
Dies korrelierte mit dem Anstieg der Reaktionsstarke im Medikamententest (Abbildung
5) und der Retikulozyten (Abbildung 8). Daher war von einer Zunahme der Hamolyse

auszugehen, die mit einem erhéhten LDH einherging (Abbildung 10).
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Abb. 10: LDH-Werte im Verlauf bei Patientin 1
Referenzbereich: 135-214U/|

Betrachtet man nun alle erhobenen Hamolyseparameter im Zusammenhang sprechen
diese eindeutig fur eine stattgefundene Hamolyse wahrend der Antibiotikatherapie. Im
Zusammenhang mit den positiven Medikamententestungen bestétigte sich der Verdacht

einer medikamenteninduzierten Autoimmunhamolyse.
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4.3.2 Patientin 2

Patientin 2 erhielt insgesamt 3 AB-Zyklen im Studienzeitraum. Im ersten Zyklus lie3en
sich unter Therapie mit Piperacillin/Tazobactam keine spezifischen
medikamentenabhangigen Antikdrper nachweisen. Erst im zweiten Zyklus, der im
Folgenden genauer beschrieben wird, konnten zum Ende der Therapie
medikamentenabhéngige Antikdrper nachgewiesen werden. Der IAT war zu allen
Testzeitpunkten negativ. Daher war es nicht notwendig das Plasma zu dialysieren. Der
DAT war erstmalig an Tag 12 leicht positiv.

Medikamententestung

Der erste Nachweis von medikamentenabhéngigen Antikbrpern gelang am
Abschlusstag (Tag 12) bei der Testung mit Fremdurinen. Erst nach Abschluss der
Therapie wurde der Test auch auf Piperacillin/Tazobactam und den eigenen Urin
positiv. Bei den Verlaufskontrollen nahm die Reaktionsstarke weiter zu (Tabelle 5). Das
lie@ vermuten, dass das Immunsystem trotz Absetzen des Medikaments weiter
Antikérper produzierte. Erst nach circa 3 Monaten (Tag 100) waren keine

Medikamenten-spezifischen Antikorper mehr nachweisbar.

Tabelle 5: Medikamententestung bei Patientin 2

Testreagenz Tag 12 | Tag 15 | Tag 20 | Tag 22 | Tag 100
Reaktionsstarke
Tazobac® (Piperacillin/Tazobactam) | 0O 15 2 3 0
Tobramycin 0 0 0 0 nt
Eigenurin 0 1,5 3 3,5 0
Fremdurinl (Tazobac®+Tobramycin) | 1 3 2,5 2,5 0
Fremdurin2 (Tazobac®+Tobramycin) | 0,5 1,5 2,5 2,5 nt
Fremdurin3 (Piperacillin) 0,25 1 2 3,5 nt
Negativkontrolle 1l 0 0 nt nt nt

nt= nicht getestet
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Aufgrund der nachgewiesenen Antikorper erhielt die Patientin beim 3 Zyklus kein
Piperacillin/Tazobactam. Das Auftreten von medikamentenabhangigen Antikérpern an
Tag 12 konnte fir eine erstmalige Immunisierung des Immunsystems gegen das
Medikament mit Neubildung von medikamentenabhangigen Antikérpern sprechen. Der

zeitliche Verlauf dieser Reaktionen ist in Abbildung 11 dargestellt.

Medikamententestung
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Abb. 11: Vergleich von Piperacillin/Tazobactam, Eigenurin (eMet) und Fremdurin (Met) bei
Patientin 2

Da die Patientin nur auf Piperacillin/Tazobactam, nicht aber auf das zweite Antibiotikum
(Tobramycin) reagierte und zusatzlich eine positive Reaktion gegen einen Urin mit

Piperacillinmetaboliten zeigte, bestatigte sich der Verdacht auf Piperacillin-abhangige
Antikorper.
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Hamolyseparameter:

Der starkste Hb-Abfall fand vom Aufnahmetag von 11,4g/dl auf 9,9g/dl an Tag 3 statt.
Dies liel3 sich jedoch klinisch erklaren, da die Patientin bei Aufnahme
Flussigkeitsinfusionen erhalten hatte. Im weiteren Verlauf blieb der Hb der Patientin

weitestgehend konstant und schien sich nicht durch die auftretende Antikérperbildung

Zu verandern.
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Abb. 12: Hamoglobinwerte im Verlauf bei Patientin 2
Referenzbereich: 12-15,6g/dl
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Vom Aufnahmetag bis zum Abschluss (Tag 12) verdoppelten sich die Retikulozyten
anndhernd. Auch kurz nach Abschluss der Therapie stiegen sie noch leicht an. Der
Anstieg war mit dem Bild einer Hamolyse vereinbar. Absolut betrachtet lagen jedoch

alle Werte innerhalb des Referenzbereiches.
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Abb. 13: Retikulozytenwerte im Verlauf bei Patientin 2
Referenzbereich: 25-105/nl
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Der Haptoglobinwert fiel nur gegen Ende der Therapie leicht ab. Der Wert lag aber mit
1,56 g/l an Tag 12 noch im oberen Referenzbereich. Damit passten die Werte nicht zu
einer ausgepragten Hamolyse.
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Abb. 14: Haptoglobinwerte im Verlauf bei Patientin 2
Referenzbereich: 0,3-2¢g/I
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Bei Patientin 2 lagen anfanglich alle LDH Werte oberhalb des Referenzbereiches von
214U/1. Der Abfall von 328U/l an Tag 3 auf 143U/l am Abschlusstag (Tag 12) liel3 sich
klinisch und labortechnisch nicht erklaren. Ab dem Zeitpunkt des ersten
Antikérpernachweises an Tag 12 fiel das LDH nicht weiter ab. Stattdessen stieg es
leicht auf 181U/l am 8 Tag nach Abschluss (Tag 20) an.
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Abb. 15: LDH-Werte im Verlauf bei Patientin 2
Referenzbereich: 135-214U/|

Bezieht man nun alle erhobenen Hamolyseparameter und die Medikamententestungen
in die Schlussfolgerung mit ein, lassen sich zwar mit Sicherheit die
medikamentenabhéangigen Antikdrper bestéatigen, jedoch ergibt sich kein sicherer

Nachweis flr eine Hamolyse.
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4.4 Risikofaktoranalyse

Im Folgenden wurde analysiert, ob sich die beiden Patientinnen mit
medikamentenabhangigen Antikdrpern in bestimmten Merkmalen signifikant von
Patienten*innen ohne Antikdrper unterschieden. Dafir wurden drei wichtige
prognostische Marker der Mukoviszidose (aktuelle FEV1, aktuelles gesamt IgE und
Jahre mit Pseudomonasbesiedlung), die kumulative Piperacillin/Tazobactam-Dosis seit
2013 und URPAs genauer betrachtet, um zu priifen, ob diese im Zusammenhang mit
der Entwicklung von medikamentenabhéangigen Antikérpern stehen und als

Risikofaktoren dienen konnten.

4.4.1 FEV1

Es wurden die aktuellen FEV1-Werte aller 43 Teilnehmenden untersucht. Der Median
fur die Patienten*innen ohne medikamentenabhangige Antikorper lag bei einer FEV1
von 41,9% (Qozso7s 30-55,85). Der Median fir die zwei Patientinnen mit
medikamentenabhéngigen Antikdrpern lag bei 60,15%. Deskriptiv hatten die zwei
betroffenen Patientinnen damit eine deutlich hohere mediane FEV1 (Abbildung 16).
Laut Mann-Whitney-U-Test lag der ermittelte p-Wert jedoch bei 0,204, sodass von
keiner signifikanten Unterscheidung zwischen den Gruppen Antikorper ,positiv¢ und

,hegativ‘ auszugehen war.
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Abb. 16: FEV1 in % aller Patienten*innen zum Zeitpunkt der Studienteilnahme aufgeteilt in
Antikorper positiv und negativ

Ausrei3er aufBerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstands sind als Punkte markiert.
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4.4.2 IgE

Es wurden der gesamt IgE-Wert der Teilnehmenden zum Studienzeitpunkt untersucht.
Bei zwei Patienten*innen lag dieser Wert nicht vor, sodass nur 41 Werte analysiert
wurden. Der Median fur die Gruppe ohne Antikorper lag bei 44,25kU/I (qo,25-0,27 20,5-
83,5). Der Median fur die zwei Patientinnen mit Antikorper lag bei 294,9kU/l. Deskriptiv
hatten die zwei betroffenen Patientinnen ein deutlich héheres medianes gesamt IgE
(Abbildung 17). Jedoch liegen die beiden Werte mit 17,8kU/l und 572kU/l sehr weit
auseinander. Laut Mann-Whitney-U-Test liel3 sich mit einem p-Wert=0,723 kein
signifikanter Unterschied beziglich des gesamt IgE-Werts zwischen den beiden

Gruppen aufweisen.
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Abb. 17: Gesamt IgE der Teilnehmenden zum Zeitpunkt der Studienteilnahme

AusreiRer auBerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstands sind als Punkte markiert.
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4.4.3 Pseudomonasbesiedlung

Es wurden die Anzahl der Jahre mit Pseudomonasbesiedlung bei allen Patienten*innen
mit chronischer Besiedlung untersucht (n=35). Der Median bei der Gruppe ohne
medikamentenabhéngige Antikorper lag bei 18 Jahren (qo.2s-0,75s 9-22). Der Median bei
den Patientinnen mit Antikérpern lag bei 9,5 Jahren (Abbildung 18). Die Untersuchung
der Jahre mit Pseudomonasbesiedlung zwischen den beiden Gruppen mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Test wies bei einem ermittelten p-Wert von 0,24 keinen signifikanten
Unterschied auf. Deskriptiv betrachtet hatten die zwei Patientinnen mit Antikdrpern

jedoch deutlich weniger Jahre mit Pseudomonasbesiedlung.
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Abb. 18: Jahre mit Pseudomonasbesiedlung aufgeteilt in Patienten*innengruppen mit und ohne
medikamentenabhangigen Antikdrpern
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4.4.4 Piperacillin/Tazobactam

Untersucht wurde die kumulative Piperacillin/Tazobactam-Dosis seit 2013 bei
Patienten*innen mit und ohne medikamentenabhangige Antikérper (n=29). Der
durchgefiihrte Mann-Whitney-U-Test ermittelte einen p-Wert von 0,276. Somit liel3
keine Aussage beziiglich eines moglichen signifikanten Unterschieds zwischen den 2
Gruppen bei der Piperacillin/Tazobactam-Dosis treffen. Der Median lag bei der einen
Gruppe (Antikorper positiv) bei 844g deutlich hoher als bei der anderen mit 3789 (qo,2s-
0,75 176-891) (Abbildung 19).
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Abb. 19: Kumulative Piperacillin/Tazobactam-Daosis bei den Patienten*innengruppen mit und
ohne medikamentenabhangige Antikorper

Insgesamt erhielten 29 von 43 Patienten*innen Piperacillin/Tazobactam wahrend dieses Zeitraums.

4.4.5 URPA

URPAs sind haufig die ersten klinischen Anzeichen einer Antibiotikaunvertraglichkeit.
Bei insgesamt 28 von 43 Patienten*innen (65,12%) kam es vor Beginn und/oder
wahrend der Studie zu einer URPA. Von den 28 Betroffenen waren 10 mannlich und 18
weiblich. Zwei von 28 entwickelten medikamentenabhangige Antikoérper. Insgesamt
wurden 1539 (100%) Antibiotikakurse analysiert. Davon kam es bei 78 Kursen (5,07%)

zu einer URPA. 53 Patientinnen und 25 Patienten waren von einer UPRA betroffen.
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Piperacillin/Tazobactam und Ceftazidim waren mit Abstand die haufigsten Ausloser
einer URPA (Abbildung 20).
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Abb. 20: Anzahl der Behandlungskurse mit URPA

Angegeben sind die jeweiligen Antibiotika, die eine URPA ausgelost hatten. Aufgrund von
Kombinationstherapien  oder nicht ausreichender = Dokumentation war eine eindeutige

Antibiotikazuordnung in 17 Fallen nicht maglich.

Im Folgenden wurde genauer darauf eingegangen, ob die Anzahl der erfahrenen
URPAs mdglicherweise eine Rolle bei der Entwicklung von medikamentenabh&ngigen
Antikorpern oder DIIHA spielten, und ob sich die beiden Patientinnen in dem Merkmal
signifikant vom Rest der Kohorte unterschieden.

Fur Patientinl mit DIIHA, die zum Studienzeitpunkt 50 Jahre war, lag eine
Dokumentation seit Mitte 2012 vor. In diesem Zeitraum hatte sie 22
Antibiotikabehandlungskurse erhalten, von denen sie bei fuinf mit einer URPA reagierte.
Jeweils einmal war Ceftazidim und Piperacillin/Tazobactam verantwortlich und dreimal
liel3 sich kein Medikament eindeutig identifizieren.

Fir Patientin2 mit medikamentenabhangigen Antikérpern, die zum Studienzeitpunkt 23
Jahre war, lag eine Dokumentation seit Anfang 2009 vor. Seitdem hatte sie 41
antibiotische Behandlungskurse erhalten, viermal reagierte sie dabei mit einer URPA.

Zweimal war Piperacillin/Tazobactam und zweimal Ceftazidim verantwortlich.



Vergleicht man die mediane Anzahl der URPAs der beiden Patientinnen mit
medikamentenabhéngigen Antikérpern von 4,5 mit dem Median der restlichen Kohorte
2 (gozs-0,75 1-4,25), hatten die zwei Betroffenen deutlich mehr Reaktionen auf
Antibiotika. Der Mann-Whitney-U-Test, mit einem ermittelten p-Wert von 0,19, konnte

aber keinen signifikanten Unterschied finden.

4.4.5.1 Charakteristika der URPA

Die folgende Auswertung bezieht sich auf alle 78 dokumentierten URPAs. Insgesamt
wurden dabei 136 verschiedene Symptome beschrieben. Pro URPA konnten bis zu 5
verschiedene Symptome dokumentiert werden. Um die Reaktionen bestimmten
Organsystemen zuzuordnen und eine pathophysiologische Auswertung zu ermdglichen,

wurden die Symptome zu 9 Symptomgruppen zusammengefasst (Abbildung 21).

Symptomgruppen

B Muskuloskelettal m Psychisch H Allergisch B Gastrointestinal Bronchopulmonal

Neurologisch W Andere M Fieber Dermal

Abb. 21: Zusammenfassung aller 136 Symptome zu Symptomgruppen mit Angabe ihres
prozentualen Anteils

Mit 40% traten mit Abstand dermale Symptome wie z.B. Juckreiz oder Rotungen am haufigsten auf.
Gefolgt von Symptomen wie Schwitzen mit 18%, die sich keiner Gruppe zuordnen lieBen und unter
~LAndere“ zusammengefasst wurden. Die nachst grofleren Gruppen waren ,Fieber® (Medikamentenfieber
& Herxheimoide Reaktionen) und ,Neurologisch® mit 10%. Die weiteren Symptomgruppen teilten sich wie

folgt auf: 9% Bronchopulmonal, 6% Gastrointestinal, 5% Allergisch, 1% Psychisch, 1% Muskuloskelettal.
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Bei den 5 URPAs von Patientin 1 traten dreimal ,Dermal®, dreimal ,Fieber®, viermal
,<Andere“ und einmal ,Bronchopulmonal® als Symptomgruppen auf.
Bei Patientin 2 standen bei den 4 URPAs ebenfalls mit dreimal die ,dermalen®

Symptome im Vordergrund. Zusatzlich zeigten sich einmal ,bronchopulmonale® und
einmal ,andere“ Symptome.

4.4.5.2 Zeitliches Auftreten der URPA

Um ein besseres Verstandnis fur den Ablauf einer URPA zubekommen, wurden alle
Reaktionen bezuglich ihres zeitlichen Auftretens hin analysiert. Hierbei zeigte sich, dass
die meisten Reaktionen innerhalb der ersten 3 Tage auftraten (Abbildung 22).
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Abb. 22: Prozentuale Angabe der URPAs pro Behandlungstag

26,9% der URPA traten an Tagl auf. Bei 28,2% lieR sich keine eindeutige Zuordnung zu einem

Behandlungstag treffen. Diese URPA wurden deswegen als ,unbekannt‘ benannt.
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5. Diskussion

Die auf klinischen Beobachtungen basierende Vermutung, dass Patienten*innen mit CF
eine hohere Pravalenz fur medikamentenabhéngige Antikorper und mogliche DIIHA
haben, wurde bestatigt. Zudem zeigen die Daten, dass klinisch inapparent verlaufende

Immunhamolysen haufiger vorkommen als bisher bekannt.

5.1 Medikamentenabhéngige Antikdrperentwicklung

Bei zwei der Patientinnen (4,6%) waren im Rahmen der Studie
medikamentenabhéngige Antikorper auf Piperacillin nachweisbar. Jedoch zeigten sich
bei beiden Unterschiede im Bildungsverlauf. Wahrend Patientin 1 schon zu Beginn der
Therapie Antikdrper aufwies und diese auch 7 Monate nach Abschluss der Behandlung
noch nachweisbar waren, bildete Patientin 2 die spezifischen Antikdrper wahrscheinlich
erstmalig wéahrend des Studienzeitraums. Ebenso waren medikamentenabhangige
Antikorper nach einem kurzeren Zeitraum als bei Patientin 1 nicht mehr nachweisbar.
Die Ergebnisse legen nahe, dass es Unterschiede in der Starke und Art der
Antikdrperbildung  gibt. Passend dazu entwickelte  Patientin 1  eine
medikamenteninduzierte Autoimmunhamolyse und Patientin 2 nicht. Die Frage warum
Patientin 2 keine Hamolyse trotz Antikdrpernachweis entwickelte, bleibt vorerst
ungeklart. Ein moglicher Faktor kdnnte der zeitliche Verlauf sein. Da bei Patientin 1 der
Antikdrper schon zu Beginn der Therapie nachgewiesen wurde, war ihr Immunsystem
im Vergleich zu Patientin 2 bereits sensibilisiert. Eventuell ware es auch bei Patientin 2
zur Hamolyse gekommen, wenn Sie mit dem Medikament l&anger exponiert worden
ware oder es nach kurzer Pause wiederbekommen hatte. Die Frage, in wie weit die in
vitro Ergebnisse einen Anhalt dafiir geben, was bei Weitergabe des Medikaments in
vivo passiert ware, bleibt daher weiter ungeklart.

Moglicherweise wéare es jedoch zu einer lebensbedrohlichen Situation gekommen. So
berichten Garcia et al. von einem Patienten mit Hamoglobinabfall und einem anfanglich
schwachen DAT, bei dem die Laborbefunde fehlinterpretiert wurden. Dadurch kam es
im weiteren Verlauf unter Fortfihrung der Therapie mit Piperacillin zu einer Zunahme
der Hamolyse und der serologischen Aktivitat und einer Verschlechterung der
klinischen Situation®?.

Aufgrund der ungeklarten Pathomechanismen und der mdglichen Konsequenzen einer
weiteren Exposition, wurde bei unserer Patientin vorerst auf Piperacillin/Tazobactam

verzichtet. Weitere Studien sind daher dringend notwendig, um das Risiko einer
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Hamolyse besser einschatzen und ermitteln zu kdnnen, damit Patienten*innen nicht
unndtigerweise ein wirksames Medikament vorenthalten wird.

Bezieht man nun die bekannten, fulminanten klinischen Verlaufe in die Auswertung mit
ein, erweitert diese Studie das Bild der medikamentenabhéngigen Antikdrperbildung um
zwei weitere Moglichkeiten. Zum einen gibt es die klassische Variante mit fulminantem
Verlauf, starkem Hb-Abfall, Antikérperbildung und Komplementaktivierung, die in dieser
Studie nicht aufgetreten ist, zum anderen einen klinisch nicht auffalligen Verlauf, mit
moderatem Hb-Abfall, Antikorperbildung und keiner Komplementaktivierung. Als dritte
Variante prasentiert sich die reine Antikorperbildung ohne Hb-Abfall und
Komplementaktivierung. Mdégliche immunologischen Zusammenhange von extra- und
intravasaler Hamolyse bei der Entwicklung einer medikamentenabhangigen Hamolyse
sind jedoch noch nicht ausreichend geklart. Daher bleibt es offen, ob sich die beiden
leichteren Varianten zu einer fulminanten Variante entwickeln konnten oder es géanzlich
unterschiedliche immunlogische Vorgange sind. Mit 2,3% (1/43 Patienten*innen)
entwickelte sich eine DIIHA jedoch haufiger als bisher beschrieben. Daher sind weitere
Studien  zur genaueren  Ermittlung der  Haufigkeit wvon DIIHA und
medikamentenabhéngigen Antikérpern dringend notwendig.

Kerkhoff et al. beschreiben in ihrem Fallbericht einen moderaten Hamoglobin-Abfall
wahrend der Antibiotikazyklen vor der fulminanten Hamolyse®?. Daher wére ein
prospektives Studiendesign interessant, das mehrere Therapiezyklen beobachtet und
die Hamoglobinverlaufe dokumentiert. Eventuell kbnnten so Vorlauferereignisse, die nur
mit einem moderaten Hamoglobin-Abfall einhergehen, bei Patienten*innen mit

zukilnftiger DIIHA erfasst werden.

5.2 Risikofaktoranalyse

Bei den erhobenen Daten liegt keine Normalverteilung vor. Obwohl bei der
vorliegenden KohortengréRe keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
L2Antikdrper positiv‘ und ,,Antikdrper negativ® in Hinblick auf die ausgewahlten Parameter
zu erwarten waren, wurden diese dennoch der Vollstéandigkeit halber statistisch
untersucht. In der Auswertung konnten wie erwartet keine signifikanten Merkmale
nachgewiesen werden. Zusatzlich gilt es zu beachten, dass die Glite der Tests bei
dieser Kohortengrél3e und Gruppenverteilung sehr gering ist.

Daher wurden die beiden Gruppen Antikorper ,positiv‘ und ,negativ‘ deskriptiv mit Hilfe

des Median untersucht und verglichen. Jedoch lie3en sich aufgrund der kleinen
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Stichproben und des groRen Unterschieds in den GruppengréRen nur Tendenzen
angegeben. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Patienten*innen mit
medikamentenabhangigen Antikorpern eine hohere kumulative
Piperacillin/Tazobactam-Dosis hatten und haufiger URPAs wéahrend der Therapie
zeigten.

Fur weitere Studien ist es wichtig mehr Patienten*innen zu rekrutieren. Vor allem
mussten mehr  Patienten*innen mit medikamentenabhéngigen  Antikdrpern
eingeschlossen werden, um statistisch signifikante Aussagen treffen zu kénnen und um

die Gute der Aussagen zu verbessern.

5.3 URPA

Bei Betrachtung der Ergebnisse der URPAs bestétigt sich, dass diese ein deutliches
Problem bei der Behandlung der Mukoviszidose darstellen und Patienten*innen mit CF
zu einer Risikokohorte mit erhohter Pravalenz gehoren®’:%859, Warum dies so ist, ist
nicht abschlieRend geklart. Eine Vermutung ist, dass die haufigen
Antibiotikabehandlungen und die daraus resultierenden hohen kumulativen
Antibiotikadosen eine madgliche Ursache sein konnten. Ebenfalls werden die
chronischen Entziindungsvorgange im Lungengewebe als mdgliche Risikofaktoren
diskutiert®®, In dieser Studie hatten 65,12% der Teilnehmenden eine URPA. Dies liegt
im ahnlichen Bereich wie bei Roehmel et al.#’ mit 65%. Anzumerken ist hierbei, dass
zwischen den Studien einige Jahre Zeitunterschied liegen, beide jedoch in derselben
Klinik erhoben wurden und zum Teil dieselben Patienten*innen an beiden Studien
teilgenommen haben.

Wie schon in anderen Studien berichtet, stehen auch in dieser Studie die dermalen
Symptome mit 39% mit Abstand im Vordergrund*’5%60, In unserer Studie ist
Piperacillin/Tazobactam am haufigsten fir URPAs verantwortlich, gefolgt von
Cephalosporinen der 3.Generation.

Auch fir Patienten*innen ohne CF konnte gezeigt werden, dass beta-Lactam-
Antibiotika, zu denen auch Piperacillin/Tazobactam und Cephalosporine zahlen, die
haufigsten Ausloser einer Uberempfindlichkeitsreaktion innerhalb der Gruppe der
Antibiotika und die zweit haufigsten allgemein sind®?.

Zusatzlich war Piperacillin fur die Bildung der medikamentenabhéangigen Antikorper in
dieser Studie verantwortlich. Damit bestatigt diese Studie die Studienlage, die

Piperacillin als den fihrenden Ausléser fur medikamentenabhangige Antikdrper bei
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Patienten*innen mit CF sieht®°¢, Die Studie erhartet zudem den Verdacht, dass
Piperacillin/Tazobactam eine sehr starke immunogene Wirkung besitzt®263, So konnten
Amali et al. zeigen, dass es bei Patienten*innen mit Piperacillin-
Uberempfindlichkeitsreaktionen in vitro zu einer Stimulierung von antigen-spezifischen

B- und T-Zellen bei Kultivierung mit Piperacillin kam®2.

5.4 Pravention/ Screening

Patienten*innen mit CF erreichen dank neuerer und besserer Therapien und Diagnostik
ein immer hoheres Lebensalter. Die Anzahl der zu behandelnden Patienten*innen wird
daher weiter ansteigen. Dies bringt auch neue Herausforderungen mit sich.

Aufgrund der damit steigenden Anzahl an Antibiotikatherapien werden Ihre kumulativen
Antibiotikadosen ebenfalls weiter zunehmen. Dadurch werden aber auch URPAs und
andere Komplikationen, wie medikamentenabhangige Antikdrper, haufiger auftreten.

In dieser Studie lieRen sich aufgrund der kleinen KohortengrofR3e keine signifikanten
Aussagen zu Risikofaktoren fir das Auftreten von medikamentenabhangigen
Antikorpern treffen. Die Ergebnisse unserer Studie bestatigen jedoch den Verdacht,
dass bei Patienten*innen mit CF die Pravalenz von medikamentenabhangigen
Antikdrpern und gegebenenfalls DIIHA erhoht ist. Der Bedarf an weiterer Forschung
und Screeningalgorithmen wird deswegen an Relevanz gewinnen.

Eine besondere Rolle scheint Piperacillin zu spielen, da es bei allen bisher publizierten
Fallen bei Patienten*innen mit CF das auslésende Medikament war!t195052 Da die
genauen immunologischen Vorgdnge noch nicht geklart sind, empfiehlt es sich
praventive Mallnahmen zu ergreifen, um leichte Hamolysen, wie in den vorliegenden
Fallen, rechtzeitig zu erkennen und um eine friihzeitige Behandlung einzuleiten. Eine
einfache Variante ist die regelméRige Kontrolle von Hamolyseparametern (Hamoglobin,
LDH, Haptoglobin, Retikulozyten) bei Patienten*innen, die aktuell mit Piperacillin
behandelt werden.

Eine weitere Mdoglichkeit, um auch medikamentenabhéngige Antikérper ohne
einhergehende Hamolyse zu detektieren, ware die Durchfihrung eines DATSs unter der
Therapie mit Piperacillin. Ist dieser Test negativ muss kein weiterer Test angeschlossen
werden. Fallt er jedoch positiv aus, muss eine medikamentenabhangige
Antikorpertestung erfolgen. Hierbei sollte auch immer mit Eigen- und Fremdurin
getestet werden, da medikamentenspezifische Antikérper manchmal nur in

Anwesenheit der Antibiotikametabolite reagieren.
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Solange diese Screenings jedoch nicht etabliert sind, ist es umso wichtiger fir die
behandelnden Arzte*innen besser iber medikamenteninduzierte Autoimmunhamolyse,
als schwere Nebenwirkung einer Antibiotikatherapie, aufgeklart zu werden. Die einzig
sichere kausale Therapie beim Einsetzen einer medikamenteninduzierten Hamolyse
besteht im sofortigen Absetzen des Auslésers. Dies erfordert ein schnelles Reagieren
der Arzte*innen. Fur den klinischen Alltag kann es daher hilfreich sein, sich die
Gemeinsamkeiten der beiden Patientinnen vor Augen zu fuhren. Diese sind h&ufige
URPAs, vor allem auf Piperacillin/Tazobactam, die aktuelle Exposition mit Piperacillin
und CF als Grunderkrankung.

Schaut man sich zudem die publizierten Fallberichte der letzten Jahre zu Piperacillin-
induzierten Hamolysen bei Patienten*innen mit CF an, fallt auf, dass vor allem Frauen
davon betroffen zu sein scheinen®11.1949.5264.65 FEine groRe Kohortenstudie von Park et
al. verstarkt diesen Verdacht. In der Studie wurden Patienten*innen mit bekannter
Penicillin-Allergie untersucht und es konnte gezeigt werden, dass vor allem Frauen zu
einer Reaktion bei einem Hauttest mit Penicillin neigten®®,

Frauen scheinen also ein hoheres Risiko zu haben mit immunologischen Reaktionen

auf beta-Laktam-Antibiotika, zu denen Piperacillin und Penicillin gehdren, zu reagieren.

5.5 Limitationen und Starken der Studie

Diese Studie ist meiner Kenntnis nach die erste Studie mit einem prospektiven
Studiendesign zur Ermittlung der Préavalenz von medikamentenabhangigen Antikérpern
und DIIHA bei Patienten*innen mit CF.

Zudem wurden in dieser Studie erstmalig auch weitere klinische Parameter, wie URPA,
in die Auswertung miteinbezogen, um mogliche Risikofaktoren zu identifizieren.

Fur diese Kohorte liegt eine sehr genaue Dokumentation der Antibiotikatherapien vor.
Da nicht abschlieBend geklart werden kann, ob die vermehrte Antikérperbildung
aufgrund der Grunderkrankung, der hoheren kumulativen Antibiotikadosis oder einer
anderen Ursache entsteht, ware eine Kontrollkohorte mit &hnlich hoher
Antibiotikabelastung, wie z.B. COPD-Patienten*innen, und eine Kontrollkohorte mit
niedrigerer kumulativer Antibiotikabelastung, die aus anderen Indikationen, wie z.B.
einer Pneumonie, mit Piperacillin/Tazobactam behandelt werden, eine sinnvolle
Erweiterung des Studiendesigns.

Da bei der Studie nur eine geringe Anzahl an Patienten*innen eingeschlossen wurde,

konnte fur die untersuchten Risikofaktoren keine Aussage zur Signifikanz im Hinblick
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auf die Entwicklung von medikamentenabhangigen Antikérpern getroffen werden.
Daher empfiehlt es sich bei weiteren Studien gréf3ere Kohorte zu rekrutieren, um
gegebenenfalls doch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen Antikorper
,positiv’ und ,negativ‘ zu ermitteln. Die Tatsache, dass bei 2 von 43
Studienteilnehmern*innen medikamentenabhéngige Antikérper nachweisbar waren und
1 Patientin dadurch eine DIIHA entwickelte, erhartet jedoch den Verdacht, dass dieses
Ereignis deutlich haufiger zu sein scheint und weitere Forschung dringend gebraucht
wird.

Da nicht alle Patienten*innen von Geburt an im Christiane Herzog-Zentrum behandelt
wurden, wurde ein Teil der Informationen zur Patientengeschichte ausschlief3lich aus
Interviews mit den Patienten*innen gewonnen. Zudem wurden Patienten*innen mit
unterschiedlich langer CF-Behandlungsdauer eingeschlossen. Dies wirkte sich auf die
lebenslange kumulative Antibiotikadosis und damit auch auf die Haufigkeit von URPAs
aus.

Bei den Uberempfindlichkeitsreaktionen gibt es keine allgemeingliltige Definition,
sodass der Vergleich mit anderen Studien sich gegebenenfalls schwierig gestaltet.
Zudem ist es nicht immer einfach zwischen URPA und Nebenwirkung zu unterscheiden.
Deswegen wurden alle Symptome aufgenommen, die von den Patienten*innen als
Uberempfindlich bezeichnet und/oder in den Akten so vermerkt wurden. Dadurch ist es
aber maoglich, dass auch unspezifische Nebenwirkungen mit in die Auswertung
aufgenommen wurden.

Bei den Antikorpertests ist zu beachten, dass viele Patienten*innen, auch die beiden
Patientinnen mit medikamentenabhangigen Antikdrpern, von Anfang an mit Cortison
behandelt wurden. Durch die Hemmung des Immunsystems kann es eventuell dazu
gekommen sein, dass Testergebnisse deutlich schwécher ausgefallen sind und sich die
DIIHA mit einem schwacheren und ungewdhnlicheren klinischen Bild prasentierte als es
anders der Fall gewesen ware.

Eine weitere Limitation ergibt sich aus der nicht immer moéglichen Antibiotikazuordnung.
So konnte in fast 25% der Félle aufgrund der Kombinationstherapie nicht eindeutig ein
Antibiotikum als Ausloser fir eine URPA identifiziert werden. Ebenfalls lieR sich
aufgrund der Kombinationstherapie nicht eindeutig klaren, welche der Antibiotika fur
den positiven DAT verantwortlich waren oder ob es gegebenenfalls andere Ursachen
hatte.
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Zusatzlich war es nicht immer moglich die zeitliche Abhangigkeit der Reaktion zur Gabe

genau zu dokumentieren.
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7. Anhang

7.1 Eidesstaatliche Versicherung

,ich, Philip Specht, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema ,Pravalenz
medikamentenabhangiger erythrozytarer Antikbrper bei Patienten*innen  mit
Mukoviszidose“ selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die
Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen,
statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und
Tabellen werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die
in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Betreuer/in, angegeben
sind. Fur sédmtliche im Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die
Richtlinien des ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors; www.icmje.oq)
zur Autorenschaft eingehalten. Ich erklare ferner, dass mir die Satzung der Charité —
Universitatsmedizin Berlin zur Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis bekannt ist

und ich mich zur Einhaltung dieser Satzung verpflichte.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (8156,161 des Strafgesetzbuches) sind

mir bekannt und bewusst.*“

Datum Unterschrift
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7.2 Anteilserklarung an erfolgten Publikationen

Philip Specht hatte folgenden Anteil an folgenden Publikationen:

1. Postervortrag beim Drug Hypersensitivity Meeting der EAACI in Malaga/Spanien
4/2016: P Specht, D Staab, B Mayer, JF Roehmel “Piperacillin-induced Immune
Haemolytic Anaemia — A Severe And Frequent Complication Of Antibiotic
Treatment in Patient with Cystic Fibrosis”

Beitrag im Einzelnen: Philip Specht hat die prasentierten Daten selbststéandig erhoben
und ausgewertet. Er verfasste selbststandig mit Unterstitzung der angegebenen Co-
Autoren die Texte auf dem Poster. Das Design des Posters wurde mit Jobst R6hmel
zusammen erarbeitet. Zusammenfassend hatte Philip Specht einen Anteil von 90% an

dem Poster.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers/der betreuenden

Hochschullehrerin
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7.3 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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Mein Dank gilt auch den Mitarbeiter*innen des Christiane Herzog-Zentrums und des
Instituts fur Transfusionsmedizin. Ich wurde Uberall mit offenen Armen empfangen und

konnte stets auf Hilfe und Unterstitzung z&hlen.

Zu guter Letzt geht mein Dank an meine Freunde, die mich durch die Hohen und Tiefen

dieser wissenschaftlichen Arbeit begleitet und unterstitzt haben.
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