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Zusammenfassung

Einleitung:

Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen parenterale Antibiotika (hypersensitivity reactions
to parenteral antibiotics = HRPA) sind ein wesentliches Problem bei der Behandlung von
Patienten @ mit  Mukoviszidose. Diese Patienten = bendtigen lebenslang
Antibiotikabehandlungen mit hohen kumulativen Dosen im Vergleich zu Patienten mit
anderen Erkrankungen. Im klinischen Alltag werden zunehmend HRPA beobachtet. Aus
diesem Grund wurde diese Beobachtungsstudie zu HRPA, deren Priavalenz, Haufigkeit,
Risikofaktoren und Praventionsmdéglichkeiten durchgefiihrt. Daran wurde eine Pilotstudie
zu dem diagnostischen Wert zelluldrer in-vitro Allergietestverfahren fiir diese Problematik

angeschlossen.

Methoden:

Durch Interviews und systematische Aktenauswertung wurden Daten zu Alter,
Geschlecht, FEVI1, AF508genotype, Pseudomonasbesiedlung, Allergieanamnese
(inklusive Informationen zu IgE-Serumspiegel, ABPA und spezifische IgE-Screeningtests
fiir Aeroallergene), parenteraler Antibiotikaexposition und HRPA (Zeitpunkt, Symptome
und Behandlung) gesammelt. Eingeschlossen waren alle Kinder und Erwachsene des
Zentrums mit > 3 vorangegangenen intravendsen Antibiotikakursen. Fiir die Pilotstudie
wurden in der Beobachtungsstudie identifizierte Patienten rekrutiert, bei denen mindestens
ein parenterales Antibiotikum aufgrund von HRPA nicht mehr verabreicht wird.
Insgesamt wurden bei dreizehn Patienten Basophilenaktivierungstests (BAT) und
Lymphozytentransformationstests (LTT) fiir die jeweils beschuldigten Antibiotika
durchgefiihrt.

Ergebnisse:

Von den 100 in die Studie eingeschlossenen Patienten hatten 60 mindestens eine HRPA.
Insgesamt wurden 3205 Antibiotikakurse mit 185 HRPA dokumentiert. 15% der HRPA
erfiillten die Kriterien fiir eine Anaphylaxie. Die Mehrzahl der Symptome war dermal
(53%). Wihrend der ersten vier Tage des meist 14-tdgigen Behandlungskurses traten 81%
aller und 80% der anaphylaktischen HRPA auf. Ca. 10% aller Behandlungskurse mit
Cefepim und Piperacillin/Tazobactam verursachten HRPA. Die Anzahl der Jahre mit

Pseudomonasbesiedlung und die kumulative, jahrliche Exposition spezifischer Antibiotika
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waren signifikante Risikofaktoren fiir HRPA in dieser Patientenkohorte. Die Pilotstudie

zeigte zwei positive BAT bei zwei Patienten und sieben positive LTT bei fiinf Patienten.

Schlussfolgerungen:

HRPA sind mit einer Pravalenz von 60% sehr relevant. Wéhrend der ersten vier Tage der
antibiotischen Behandlungskurse konnte ein erhohtes Risiko fiir HRPA bestehen. HRPA
erscheinen medikamentenspezifisch und abhingig von der kumulativen, jahrlichen Dosis
der spezifischen Antibiotika zu sein. Es scheint, dass hohe kumulative Dosen des gleichen
Antibiotikums {iber einen kurzen Zeitraum zu einem hoheren Risiko fiir HRPA fiihren
konnen, als die gleiche Dosis iiber einen ldngeren Zeitraum. Die Pilotstudie zeigte
hauptsachlich bei den LTT, also T-zelluldren Tests, positive Ergebnisse. Dieser Hinweis
auf eine T-zelluldire Komponente der HRPA ist unter anderem gut mit der fehlenden
Assoziation mit Atopie vereinbar. Diagnostische Algorithmen fiir HRPA sollten weiter
entwickelt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse und aktueller Verdffentlichungen
beziiglich antibiotikaspezifischer Lymphozyten bei Patienten mit Mukoviszidose wére

eine weitere Aufklidrung der Immunologie von HRPA wiinschenswert.



Abstract

Introduction:

Hypersensitivity reactions to parenteral antibiotics (HRPA) are a major problem in the
treatment of patients with cystic fibrosis (CF). These patients require life-long antibiotic
treatment with high cumulative doses compared to other patients. In clinical practice
HRPA are increasingly observed. Therefore, this observational study about HRPA was
performed focusing on their prevalence, incidence, risk factors and prevention
opportunities, followed by a pilot study on the diagnostic value of cellular in vitro allergy

tests regarding HRPA.

Methods:

Through interviews and systematic chart evaluation data about age, sex, FEVI,
AF508genotype, Pseudomonas colonization, allergy (including information on IgE-serum
levels, ABPA and specific IgE-screening tests for aeroallergens), parenteral antibiotic
exposure and HRPA (timing, symptoms and treatment) were gathered. Included were
children and adults with > 3 previous courses of intravenous antibiotics. Thirteen patients
who were identified in the observational study and had at least one parenteral antibiotic in
abstention due to HRPA were enrolled into the pilot study. Those patients underwent
basophil activation tests (BAT) and lymphocyte transformation tests (LTT) for each

accused antibiotic.

Results:

Of 100 patients included in the study, 60 had >1 HRPA. Overall, 3205 antibiotic courses
with 185 HRPA were ascertained. 15% of HRPA met the criteria for anaphylaxis.
Symptoms were mostly dermal (53%). 81% of all and 80% of anaphylactic HRPA
occurred during days 1-4. Approximately 10% of all antibiotic courses with cefepime and
piperacillin/tazobactam caused HRPA. The duration with pseudomonal colonisation and
the cumulative annual exposure of the given antibiotic were significant risk factors for
HRPA. The pilot study revealed two positive BAT in two patients and seven positive
LTTs in five patients.



Conclusions:

With a prevalence of 60% HRPA are very relevant. During day 1-4 of antibiotic courses
an increased risk for HRPA could exist. HRPA appear to be drug-specific and dependent
on the cumulative annual dose of specific antibiotics. High cumulative doses of the same
antibiotic in a short period could put patients at a higher risk for HRPA than the same
dose over a prolonged period of time. The pilot study showed mainly positive results for
LTT, the T- cellular tests. This evidence for a T- Cellular component of HRPA is well
compatible with the lack of association with atopy. Diagnostic algorithms for HRPA need
to be developed further. Based on these results and current publications on antibiotic-
specific lymphocytes in patients with CF a further elucidation of the immunology of

HRPA would be desirable.
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Einleitung Pathophysiologie und klinisches Bild der Mukoviszidose

1. Einleitung

1.1. Pathophysiologie und klinisches Bild der Mukoviszidose

Was ist Mukoviszidose?

Mukoviszidose (Cystische Fibrose = CF) ist eine genetisch bedingte Stoffwechsel-
erkrankung mit autosomal-rezessivem Erbgang. Mutationen im Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator (CFTR) fiihren zu einer verringerten Sekretion von
Chloridionen am apikalen Pol der Driisenzellen. Diese verringerte Sekretion fiihrt vor
allem zu einer erhohten Viskositit der Sekrete der exokrinen Driisen mit zahlreichen

Folgen fiir den erkrankten Patienten.

Wie wurde Mukoviszidose entdeckt?

Historisch iibermittelt sollen Hebammen an Mukoviszidose erkrankte Kinder schon friih
an dem salzigen Geschmack auf der Haut erkannt haben, damals starben die Kinder meist
im ersten Lebensjahr. Klinisch ist die Mukoviszidose seit den 1930iger Jahren bekannt
(Andersen 1938). Der Zusammenhang von Mukoviszidose und einem erhdhten
Chloridgehalt im Schweill wurde erstmalig in den 1950er Jahren beschrieben (Darling et
al. 1953). Die Identifikation des verantwortlichen Gens auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 7 gelang jedoch erst vor 25 Jahren. Damals wurden in der
Septemberausgabe des Fachmagazins Science mehrere Arbeiten parallel verdffentlicht,

die das Gen identifizierten (Rommens et al. 1989; Riordan et al. 1989; Kerem et al. 1989).

Wie wird Mukoviszidose diagnostiziert?

Der erhohte Chloridionengehalt, der durch die mangelnde Riickresorption des Chlorids
aus dem Filtrat der Schweilldriisen bedingt ist, wird fiir den Schweilitest, der die
Chloridkonzentration im Schweil misst, genutzt (Gibson & Cooke 1959). Der Test ist
nach wie vor der Goldstandard fiir die Diagnose der CF. Chloridkonzentrationen von
grofler als 30 mmol/l werden als pathologisch gewertet. Im Anschluss an einen positiven
Schweilitest wird heutzutage in der Regel eine genetische Analyse zur Identifikation der
Mutation des CFTR-Gens durchgefiihrt. Dies geschieht mittels eines Screenings nach den
héufigsten Mutationen. Nur in seltenen Fillen ist eine Sequenzierung des gesamten Gens
notwendig. Die Kenntnis des Genotyps des Patienten ist heute notwendig, da mittlerweile

unterschiedliche Verldufe und auch spezifische Therapieansitze fiir einzelne Mutationen
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Einleitung Pathophysiologie und klinisches Bild der Mukoviszidose

bekannt sind.  Als  weitere  diagnostische = Moglichkeiten  finden  beim
Neugeborenenscreening die Bestimmungen von immunoreaktivem Trypsinogen (Davies
et al. 2007) bzw. von pankreatitis-assoziiertem Protein im Blut Anwendung (Sommerburg
et al. 2010). Weitere Diagnosemdglichkeiten sind die Untersuchung der exokrinen
Pankreasfunktion durch Bestimmung der Elastase im Stuhl und die Messung von nasalen
Potentialdifferenzen. Ménner mit milden Verldufen der CF koénnen durch ein
Spermiogramm auffallen; eine obstruktive Azoospermie ohne Vorliegen anderer Griinde
ist ein starker Hinweis auf eine CF (Stern 1997).

Die mehr als 1900 bekannten CFTR Mutationen werden in fiinf Klassen nach ihrem
Einfluss auf die Synthese bzw. auf die Funktion des CFTR Proteins eingeteilt (De Boeck
et al. 2014). Eingruppiert wird nach molekularen Mechanismen welche die CFTR
Synthese, den CFTR Transport oder die CFTR Funktion unterbrechen:

e Klasse [ Mutationen : Verkiirzte oder nicht funktionierende CFTR Proteine.

e Klasse II Mutationen: Falsch gefaltete CFTR Proteine, die durch das Proteasom
abgebaut werden und so bis zum voélligen Fehlen von CFTR Protein auf der
Zellmembran fithren konnen. Die hdufigste Mutation AF508 gehort zur Klasse 11.

e Klasse III Mutationen: Komplette CFTR Proteine in den Zellmembranen, die
jedoch eine defekte Regulation haben und somit keinen Chloridionenfluss
zulassen.

e Klasse IV Mutationen: Verringerte Chloridionenleitfahigkeit.

e Klasse V Mutationen: Deutlich reduzierte Anzahl von CFTR Proteinen mit

normaler Funktion.

Klinische Auswirkung der Mukoviszidose

Die fehlende oder mangelnde Funktion des CFTR (Davies et al. 2007), die - vereinfacht
formuliert - zu einer erhOhten Viskositdt der Driisensekrete fiithrt, kann
Funktionseinschrankungen multipler Organe bedingen und bis zu deren Zerstdrung
fiihren. Des Weiteren liegen mittlerweile Forschungsergebnisse vor, die das Vorliegen
eines mukosalen Immundefektes bei Patienten mit CF beschreiben (Cohen & Prince
2012). Die zdhen Sekrete fiihren in erster Linie zu einer Beeintrachtigung der oberen und
unteren Atemwege, des Gastrointestinaltraktes — besonders betroffen sind dabei Leber und

Pankreas - sowie der Fertilitdt (bei Mannern haufiger als bei Frauen).
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Einleitung Pathophysiologie und klinisches Bild der Mukoviszidose

Generell treten die Beeintrichtigungen der Organsysteme in unterschiedlicher
Auspragung auf. Zum Teil sind diese vorhersehbar, z.B. haben Patienten mit genetisch
determinierter Pankreasinsuffizienz in der Regel auch einen schwereren Verlauf der
pulmonalen Erkrankung (Loubie¢res et al. 2002). Hiufig werden aber auch
unterschiedliche klinische Verldufe und ein unterschiedliches Ausmall des Organbefalls
bei genetisch identischen CFTR Mutationen beobachtet. Umweltfaktoren wie z.B. der
Beginn einzelner Keimbesiedelungen (Konstan et al. 2007; Henry et al. 1992) und der
soziodkonomische Status der Eltern (Taylor-Robinson et al. 2013; Schechter et al. 2009)
sind als weitere wesentliche Faktoren fiir das Outcome bei CF zu nennen.

In den oberen Atemwegen kommt es aufgrund einer graduellen Zerstérung des
zilientragenden Epithels durch den zdhen Mukus und chronische Infektionen zu einer
Abnahme bis hin zu einer vollstindigen Zerstorung der mukozilidren Clearance und
hdufig zu chronischen Besiedelungen des Nasen-Rachenraumes und der Nebenhohlen mit
gramnegativen Stibchen und somit zu chronischen Sinusitiden. Ahnliches gilt fiir die
unteren Atemwege. Die Folgen der eingeschriankten mukozilidren Clearance und der
chronischen Infektionen sind die Entstehung von Bronchiektasen und Bullae, also einer
Zerstorung von vitalem Lungengewebe mit einer konsekutiven Abnahme der
Lungenfunktion. Hé@moptysen sind eine haufige Komplikation, insbesondere bei
fortgeschrittener Lungenerkrankung. Die dauerhaften pulmonalen Infektionen kénnen zu
einer chronischen Hyperinflammation (Jacquot et al. 2008) unterschiedlicher Auspriagung
bei Patienten mit CF mit dem klinischen Leitsymptom der bronchialen Obstruktion
fithren. Eine chronische Besiedelung der Lunge mit Aspergillus spp. kann zu einer IgE
vermittelten Sensibilisierung fiihren, die eine allergische bronchopulmonale Aspergillose
(ABPA) (Agarwal et al. 2013; Liu et al. 2013) verursachen kann. Charakteristischerweise
kommt es hier zu einem starken Anstieg des Gesamt-IgEs im Serum. Das Leitsymptom
der ABPA ist bronchopulmonale Obstruktion, die einen Abfall der Lungenfunktion
verursacht.

Im Gastrointestinaltrakt sind bei Patienten mit CF insbesondere Leber, Pankreas und der
Darmtrakt (Borowitz & Gelfond 2013) von der Mukoviszidose betroffen. Je nach CFTR
Mutation kommt es oft schon im Siuglingsalter zu einer exokrinen Pankreasinsuffizienz
und zu einer graduellen Fibrosierung der Pankreas, die eine Malabsorption und im
weiteren Verlauf der Krankheit auch ein Diabetes mellitus Typ III, den so genannten

Cystic Fibrosis Related Diabetes (CFRD) (Ode & Moran 2013; Kelly & Moran 2013)
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Einleitung Epidemiologie der Mukoviszidose

verursacht. In der Leber kommt es zum so genannten Cystic Fibrosis Related Liver
Disease (CFLD) (Rowland & Bourke 2011), eine voranschreitende Fibrosierung der
Leber bis hin zur Zirrhose. Im Gegensatz zur toxischen Leberzirrhose beginnt die Zirrhose
bei CFLD eher mit einer inhomogenen, fleckfémigen Verteilung der Fibrose in der Leber.
Die Folgen des CFLD sind jedoch im fortgeschrittenen Stadium mit den Folgen der
toxischen Leberzirrhose vergleichbar. In vielen Fillen werden klinisch portale
Hypertension mit Hypersplenismus und Osophagisvarizen gesehen. Die Ausprigung des
CFLD st fiir den individuellen Patienten nach aktuellen Kenntnissen schwierig zu
prognostizieren und therapeutisch auch kaum zu beeinflussen (Leeuwen et al. 2014). Die
Beeintrachtigung des Darmes filihrt direkt als auch indirekt durch die exokrine
Pankreasinsuffizienz zu einer Malabsorption. Siuglinge konnen von einem
Mekoniumileus betroffen sein. Bei élteren Patienten kann ein so genanntes distales
intestinales Obstruktionssyndrom (DIOS) auftreten. Beim DIOS kommt es in der Regel
im Ileum zu einer Obstruktion des Darmlumens durch zdhe Fézes im Sinne eines
mechanischen Ileus.

Die chronischen pulmonalen Infektionen, die vermehrte Atemarbeit bei fortschreitender
Lungendestruktion und die Malabsorption fithren zu einem deutlich erhdhten
Energiebedarf der Patienten mit CF. In vielen Fillen ist somit Untergewicht eine Folge
der Erkrankung. Der Erndhrungsstatus der Patienten korreliert positiv mit der Prognose
(Corey et al. 1988).

Die zdhen Sekrete verhindern bei der Mehrzahl der minnlichen Patienten einen Transport
der Spermien und fithren somit trotz im Hoden vorhandener Spermien zu einer Infertilitat.
Bei weiblichen Patienten kann der Transport der Eizellen beeintrachtigt sein.

Die chronische Krankheit fiihrt auch zu psychischen Problemen. Zum Beispiel kann es
aufgrund der retardierten korperlichen Entwicklung bei sich in der Pubertét befindlichen
Jugendlichen zu Stoérungen bei Wahrnehmung und Akzeptanz des eigenen Korpers

kommen.

1.2. Epidemiologie der Mukoviszidose

Mukoviszidose gehort zu den hédufigsten autosomal-rezessiven Stoffwechselerkrankungen
und liegt in Deutschland bei ca. 1:3000 Geburten vor
(http://muko.info/mukoviszidose/ueber-mukoviszidose/grundlagen/vererbung.html, Stand

28.4.2014) bzw. (http://www.cff.org/AboutCF/Testing/Genetics/; Stand 28.4.2014). Die
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Einleitung Multimodale Behandlung der Mukoviszidose

Heterozygotenfrequenz, also die Frequenz von gesunden Ubertrigern, liegt in
Deutschland bei ca. 1:25-30. In Deutschland leben aktuell ca. 8000 Patienten mit
Mukoviszidose, jedes Jahr werden 200-300 Kinder mit CF geboren. In Nordeuropa und
Grofbritannien sowie Irland gibt es regional eine deutlich héhere Inzidenz von bis zu
1:500. Entsprechend der stattgefundenen Migration aus den genannten Gebieten findet
man auch in den Vereinigten Staaten regional eine hdhere Inzidenz als in Mitteleuropa. In
den USA leben ca. 30.000 Patienten mit CF, weltweit werden ca. 70.000 Patienten
geschitzt. CF ist am hidufigsten bei Menschen mit nordeuropdischer und
mitteleuropdischer Abstammung (http://www.cff.org/AboutCF), kommt allerdings bei

Menschen jeglicher Herkunft vor.

1.3. Multimodale Behandlung der Mukoviszidose

Die symptomatischen Behandlungsmoglichkeiten fiir die unter 1.1. beschriebenen
Probleme der Patienten mit Mukoviszidose haben sich in den letzten Dekaden rasant

entwickelt.

Behandlung der Malabsorbtion

Schon in der Mitte des letzten Jahrhunderts wurde damit begonnen, Pankreasenzyme oral
zu substituieren. Auch heute noch stellt diese Substitution einen wesentlichen Pfeiler der
Therapie dar. Die in der Regel von Schweinen gewonnenen Pankreasenzyme werden in
Form von Kapseln oder Granulat verabreicht und individuell nach Bedarf und Fettmenge
in der Mabhlzeit angepasst. Die Malabsorption kann auf diesem Wege verringert, aber
nicht verhindert werden. Entsprechend zéhlt die Substitution der fettloslichen Vitamine A,
D und E bei vielen Patienten zur Dauertherapie. Einige Patienten bendtigen
hochkalorische Zusatznahrung, um ihren Kalorienbedarf zu decken. In Einzelfillen wird

diese auch per Magensonde oder PEG-Sonde verabreicht.

Behandlung der beeintrdchtigten mukozilidiren Clearance

Eine therapeutische Erhohung der beeintrichtigten Atemwegsclearance wird ebenfalls
schon secit den 1950er Jahren mittels Inhalationen von Kochsalz, zunichst in
physiologischer Konzentration und spiter auch in hypertoner Konzentration (3%iger bzw.
6%iger Losung) durchgefiihrt. Zusétzlich wurde Mannitol als Pulverinhalation fiir

Patienten mit CF zugelassen, dieses Medikament steigert ebenfalls die mukozilidre
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Clearance. Kochsalz und Mannitol bewirken eine Senkung der Viskositdt des Mukus
durch ihre osmolare Wirkung. Da der hochviskose Mukus aufgrund der chronischen
Infektion und Abwehrreaktion viel DNA enthélt, wurde in den 1990er Jahren die DNAse
Alpha-Dornase (Wagener & Kupfer 2012) als inhalatives Medikament zur Steigerung der

mukozilidren Clearance zugelassen.

Antiinfektive Therapie

Einen weiteren wichtigen therapeutischen Pfeiler stellt die antibiotische Therapie von
bakteriellen Infektionen dar. Mit dem Aufkommen von staphylokokkenwirksamen und
spater auch antipseudomonalen Antibiotika ging ein deutlicher Anstieg der
Lebenserwartung von Patienten mit CF einher (Dodge et al. 2007). Die chronischen
Infektionen mit vor allem Staphylokokken und Pseudomonas aeruginosa und die
rekurrierenden Exazerbationen dieser Infektionen wurden nun mittels Antibiotika
behandelbar. Weniger haufig bei padiatrischen Patienten und zunehmend mit dem Verlauf
der Erkrankung spielen auch andere gramnegative Stibchen wie Achromobacter
xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia und Burgholderia spp. sowie atypische
Mykobakterien (z.B. Mykobakerium abszessus) und Pilze (Aspergillus spp., Exophialia
dermatidis und Scedosporia spp.) eine Rolle. Eine dauerhafte Eradikation der Infektionen
gelingt nur selten, dann meistens auch nur bei jungen Patienten. Der positive Effekt der
antiinfektiven Therapie beruht hauptsichlich auf einer Kontrolle der Exazerbationen der
meist chronischen Infektionen beziiglich Ausmal} und Haufigkeit. Im Wesentlichen finden
fiir durch Staphylokokken bedingte Infektionen Aminopenicilline in Kombination mit
Betalactamaseinhibitoren und Cephalosporine der zweiten Generation Anwendung. Diese
werden sowohl oral als auch parenteral verabreicht. Zur Behandlung von Infektionen
durch gramnegative Stidbchen, insbesondere Pseudomonas aeruginosa, die in der Regel
erst spater im Verlauf der Erkrankung auftreten, kommen neben den Chinolonen als
einzige oral verabreichbare Wirkstoffgruppe in erster Linie kombinierte, parenterale
Antibiotikabehandlungen mit einem pseudomonaswirksamen Cephalosporin (Ceftazidim)
oder Acylureidopenicillin (Piperacillin in Kombination mit Tazobactam) und einem
Aminoglykosid (Tobramycin) zur Anwendung. Mit zunehmenden Antibiotikaresistenzen
der Pseudomonaden (Llanes et al. 2013), die von Natur aus iiber viele

Resistenzmechanismen  verfligen, wird auch die Verwendung von weiteren
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antipseudomonalen Antibiotika inklusive Reserveantibiotika notwendig. Eingesetzt
werden unter anderem Meropenem, Cefepim, Colisitin, Fosfomycin und Tigecyclin.

Wie bereits erwéhnt, ist es nur selten moglich, pulmonale Infektionen zu beenden. Fiir die
Kontrolle der Infektionen bzw. deren Exazerbationen ist es dementsprechend notwendig,
regelméBige intravendse Behandlungskurse durchzufiihren. Diese Behandlungskurse
laufen in der Regel iiber einen Zeitraum von 14 Tagen. Diese Praxis hat unter anderem zu
einem wesentlichen Anstieg der Lebenserwartung gefiihrt (Dodge et al. 2007). Parallel
dazu ist die Exposition gegeniiber parenteralen Antibiotika bei Patienten mit CF auf ein
sehr hohes Niveau gestiegen. Eine weitere antibiotische Behandlungsoption bieten die
inhalativen antipseudomonalen Antibiotika. Auf dem Weg der inhalativen Administration
konnen enteral nicht resorbierbare Antibiotika direkt in die Lunge verabreicht werden. Als
zugelassene Inhalationsmedikamente stehen Tobramycin, Colistin und Aztreonam zur
Verfiigung. Die inhalativen Antibiotika werden nach unterschiedlichen Schemata -
dauerhaft oder intermittierend - zur Kontrolle der chronischen Infektionen eingesetzt
(Hejjerman et al. 2009). Die Entwicklung von Inhalationsgerdten mit perforierten
Schwingmembranen hat die Inhalationsdauer pro Anwendung bereits auf wenige Minuten
reduziert. Eine weitere Verkiirzung der Anwendung wurde durch inhalative Antibiotika in
Form einer Pulverinhalation erreicht, hierfiir stehen derzeit Tobramycin und Colistin zur
Verfligung (Maiz et al. 2013).

Fiir die Behandlung von Pilzinfektionen mit Fadenpilzen stehen als oral verabreichbare
Medikamente die Azole Itraconazol und Voriconazol sowie als parenterale Medikamente
die Echinokandine, z.B. Caspofungin und liposomales Amphotericin B, zur Verfiigung.
Voriconazol und liposomales Amphotericin B (zum Teil auch nicht-liposomales
Amphotericin B) werden off-label auch als inhalative Antimykotika eingesetzt. Fiir
Infektionen mit Sprosspilzen wird in erster Linien Fluconazol enteral und parenteral
eingesetzt.

Die bereits beschriebene Hyperinflammation mit bronchialer Obstruktion kann mit
Azithromycin per os, mit systemischen Corticosteroiden und mit inhalativen
Corticosteroiden sowie inhalativen Bronchodilatatoren wie z.B. Salbutamol behandelt
werden. Die Therapie der APBA erfolgt mit hochdosierten Corticosteroiden und
Itraconazol per os, in Einzelfdllen werden auch off-label als Heilungsversuch anti-IgE

AntikOrper eingesetzt.
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Weitere Behandlungsformen

RegelméBige Physiotherapie mit Anwendung von Atemtechniken zur Steigerung der
Mukusclearance und Ubungen zur Stirkung der Muskulatur gehdren ebenfalls zur
modernen CF Therapie. Auch eine regelméfige psychologische Betreuung ist zur
Behandlung der aus der Krankheit resultierenden psychischen Stérungen indiziert.
Sinnvoll ist eine psychologische Betreuung auch zur Sicherung der Therapieadherence.
Dariiber hinaus wird Erndhrungs- und ggf. Diabetesberatung durchgefiihrt. Eine
konsequente Behandlung des CFRD ist auch hinsichtlich der pulmonalen Prognose

notwendig (Moran et al. 2009).

Behandlung der klinischen Komplikationen Hdmoptysen und DIOS

Die Behandlung eines DIOS sollte primér konservativ erfolgen und besteht aus der
enteralen Gabe von grolen Mengen Macrogol-Elektrolytlosung, der Durchfiihrung von
hohen Schwenkeinldufen sowie medikamentoser Stimulation des antegraden
Nahrungstransportes mit Metoclopramid und Pyridostigmin.

Als therapeutische Prinzipien fiir die Behandlung akuter Hadmoptysen kommt der
Fibrinolysehemmer Tranexamsédure oral, parenteral oder inhalativ und Adrenalin als
Vasokonstriktor inhalativ verabreicht zur Anwendung. Als Ultima ratio kann bei
therapierefraktiren oder vital bedrohlichen Hadmoptysen die interventionelle selektive

Embolisation von Bronchialarterienédsten durchgefiihrt werden.

Neuere Entwicklungen in den Behandlungsméglichkeiten

In den letzten Jahren wurde mit Ivacaftor das erste Medikament, das eine
krankheitsmodifizierende Wirkung hat, zugelassen. Ivacaftor erhoht als Potentiator
spezifisch bei Patienten mit der G551D Mutation die CFTR Funktion (Ramsey et al.
2011). Weitere Medikamente, die mutationsspezifisch die mangelnde CFTR Funktion
steigern konnen, befinden sich in der klinischen Erprobung. Da die G551D Mutation
insgesamt selten ist, liegen momentan gro3e Erwartungen auf der Entwicklung bzw. der
klinischen Erprobung von Potentiatoren bzw. Korrektoren, die bei Vorliegen der AF508
Mutation eine Verbesserung der CFTR Funktion bewirken konnten (Van Goor et al. 2011;
Rowe & Verkman 2013). Das gréfite Potenzial wird in der Behandlung von jungen
Patienten mit CF gesehen, da sich auf diesem Weg eventuell die Entstehung der

Lungenschidden deutlich verlangsamen oder gar verhindern lassen konnte. Von der

18



Einleitung Probleme und Folgen der Behandlung von Mukoviszidose

Anwendung bei Kleinkindern und Séuglingen ist man fiir diese neuen Medikamente

derzeit noch weit entfernt.

Lungentransplantation

Als Ultima Ratio steht fiir Patienten mit CF auch eine Doppellungentransplantation zur
Verfiigung. Diese Option kommt aufgrund des knappen Organangebotes und der
jeweiligen Infektsituation allerdings nicht immer in Frage. Auch nach einer erfolgreich
durchgefiihrten Doppellungentransplantation (DLTX) ist die CF nicht geheilt, da die
oberen Atemwege sowie Leber und Darm nach wie vor an CF erkrankt sind. Auch der
Erhalt der Transplantatlungenfunktion ist mit diversen klinischen Problemen behaftet, da
es einerseits zu akuten AbstoBungsreaktionen kommen kann und andererseits die
Immunsuppression pulmonale Infektionen mit Viren, wie zum Beispiel Ebstein-Barr-
Virus und Cytomegalie-Virus sowie mit Pilzen begiinstigt. In vielen Féllen kommt es
klinisch zu einem Mischbild; die infektios getriggerte Inflammation kann zu einer akuten
AbstoBungsreaktion fithren. Beide Mechanismen koénnen zu einem reversiblen und
gegebenenfalls auch zu einem irreversiblen Verlust von Lungenfunktion (Diso et al. 2013)
fithren. Die Prognose nach DLTX ist insbesondere fiir padiatrische Patienten noch nicht

zufriedenstellend (Liou et al. 2007).

1.4. Probleme und Folgen der Behandlung von Mukoviszidose

Die oben beschriebenen Behandlungen fiir Patienten mit CF haben die Lebenserwartung
von nur wenigen Jahren in der Mitte des letzten Jahrhunderts ansteigen lassen (Dodge et
al. 2007). Heutzutage wird eine Lebenserwartung prognostiziert, die bis ins Rentenalter
reichen kann (Rosenthal 2014). Im Folgenden werden drei hdufige Probleme, die aus der
hohen Therapielast von Patienten mit Mukoviszidose resultieren, diskutiert: Hohe
Exposition mit Antibiotika, hohe Exposition mit Glucocorticoiden sowie psychische
Probleme.

Die hohe Exposition mit Antibiotika kann die Selektion von Bakterien mit ausgeprégter
Virulenz und ausgeprégten Resistenzmechanismen zur Folge haben sowie Infektionen mit
pathogenen Pilzen begiinstigen (Waters 2012). Bei Patienten mit CF und einer hohen
Exposition mit Antibiotika werden regelmiBig Uberempfindlichkeitsreaktionen im
Zusammenhang mit den Antibiotikabehandlungen beobachtet (Koch et al. 1991; Wills et
al. 1998; Pleasants et al. 1994; Burrows et al. 2007). Héufig erleiden die Patienten
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Uberempfindlichkeiten gegeniiber mehreren verschiedenen pseudomonaswirksamen
Antibiotika. Diese werden dann im klinischen Alltag regelmédBig als Allergien gewertet
und konnen zu wesentlichen Einschrankungen in der antiinfektiven Therapie bis hin zu
inkonsistenter Therapie der Patienten flihren.

Mitunter werden langfristige und hochdosierte antiinflammatorische Therapien mit
Glucocorticoiden notwendig. Dies kann beispielsweise bei Vorliegen einer ABPA oder
ausgepriagter Hyperinflammation mit bronchialer Obstruktion wihrend und nach
pulmonalen Exazerbationen der Fall sein. Komplikationen von Glucocorticoidtherapien
konnen eine sekundire Nebenniereninsuffizienz (Charmandari et al. 2014) und eine
Verschlechterung der Glucosetoleranz nach sich ziehen (van Raalte & Diamant 2014). Die
therapeutische Immunsuppression der Glucocorticoide kann auch Pilzinfektionen
begiinstigen. Generell besteht fiir Patienten mit CF von klein auf eine sehr hohe
Therapielast (Sawicki et al. 2009). Die in den CF-Ambulanzen koordinierten Therapien
erfordern von den betroffenen Patienten Tag fiir Tag ein hohes Maf an Disziplin und an
aufgewendeter Zeit. Dieser enge Rahmen kann zu einer Einschrankung der Lebensqualitét
fithren. In der Vergangenheit wurden z.B. Essstorungen bei Patienten mit CF beobachtet,

die durch zu viel Druck bei der Erndhrung auf die Patienten ausgeldst wurden.

1.5. Diagnostik von Medikamentenunvertriglichkeiten

Fiir die Diagnostik von Medikamentenallergien stehen grundsétzlich die Anamnese, in-
vivo Verfahren und In-vitro-Tests zur Verfligung. An In-vivo-Testverfahren werden
derzeit Pricktests, intradermale Tests, Patchtests und Provokationstests (Nase, Haut,
Bronchien und systemische orale oder parenterale Gabe) durchgefiihrt (Romano et al.
2004; Blanca et al. 2009; Mayorga et al. 2010; Renz et al. 2010). An In-vitro-
Testverfahren stehen derzeit unter anderem spezifische IgE (RAST) Tests, allerdings nicht
fiir antipseudomonale Antibiotika, zur Verfiigung. Zelluldre Testverfahren haben fiir die
Diagnostik von Medikamentenallergien den Vorteil, fiir alle Antibiotika anwendbar zu

sein.
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Es werden unter anderem folgende drei zelluldre Testverfahren durchgefiihrt:

1) Basophilenaktivierungstests (BAT) basierend auf der flusscytometrischen Messung
von CD 63 und CD 203c¢ Expression nach Exposition mit Allergen.

2) Lymphozytentransformationstests (LTT) basierend auf Messung der Proliferation von
spezifischen Lymphozyten nach Exposition mit Allergen.

3) Lymphozytenaktivierungstests (LAT) basierend auf der flusscytometrischen Messung
von CD 69 als Aktivierungsmarker (Beeler et al. 2008) auf spezifischen Lymphozyten

nach Exposition mit Allergen.

Die LTT und LAT sind Tests auf spezifische Lymphozyten. Die Ergebnisse bilden somit
Allergiemechanismen vom Zell-vermittelten Typ ab. Die Ergebnisse des BAT bilden die
Allergiemechanismen vom IgE-vermittelten Soforttyp ab. In Abbildung 1 werden die
relevanten derzeit verfiigbaren Allergietestverfahren grafisch dargestellt (Renz et al.
2010).

Fiir zelluldre Allergietests wurde eine bessere Sensitivitit und Spezifitit als fiir andere
Verfahren ermittelt (Nyfeler & Pichler 1997; Sanz et al. 2009; Sanz et al. 2005). Dartiiber
hinaus wurden mehrere Arbeiten (Pichler & Tilch 2004; Luque et al. 2001; Aranda et al.
2011) publiziert, die das diagnostische Potential von zelluliren Allergietests fiir die
Diagnostik von Arzneimitteliiberempfindlichkeiten beschreiben. Zelluldre Allergietests
konnen prinzipiell mit jedem Medikament, also auch mit allen in Frage kommenden
antipseudomonalen Antibiotika, durchgefiihrt werden.

Als Vorteile der zelluldren Testverfahren sind damit zusammenfassend deren
Verfiigbarkeit fiir die Tests der antipseudomonalen Antibiotika und der In-vitro-Ansatz,

der eine Gefdahrdung des Patienten ausschlieB3t, zu nennen.
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Allergenbestimmung
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Allergische Entziindung

Abbildung 1: Zusammenfassung von allergologischen Diagnoseverfahren (Renz et al. 2010)

,Modell der IgE-vermittelten Sensibilisierung und Effektorphase. Die Pfeile (rechte
Bildhdilfte) markieren den Angriffspunkt verschiedener diagnostischer Prinzipien und
allergologischer Tests ““ (Renz et al. 2010).
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2. Fragestellung und Motivation

Aufgrund von chronischen pulmonalen Infektionen sind Patienten mit Mukoviszidose
einer sehr hohen Exposition gegeniiber intravendsen Antibiotika ausgesetzt. Die am
hiufigsten verabreichten = Antibiotika sind Penicilline, Cephalosporine und
Aminoglykoside. Klinische Beobachtungen und Kohortenstudien (Wills et al. 1998;
Burrows et al. 2007; Pleasants et al. 1994; Koch et al. 1991) haben gezeigt, dass
Uberempfindlichkeitsreaktionen auf parenteral verabreichte Antibiotika (Hypersensitivity
Reactions to Parenteral administered Antibiotics = HRPA) ein substanzielles Problem im
therapeutischen Management fiir Patienten mit Mukoviszidose darstellen. Dies gilt
insbesondere fiir Patienten mit bereits fortgeschrittener Lungenerkrankung. Arzte, die
Patienten mit Mukoviszidose behandeln, sind im klinischen Alltag regelméfBig mit HRPA
konfrontiert (Burrows et al. 2007; Legere et al. 2009). Die bisher am hiufigsten
dokumentierten Symptome von HRPA sind Juckreiz und dermale Symptome wie z.B.
Exantheme (Wills et al. 1998; Burrows et al. 2007; Pleasants et al. 1994; Koch et al.
1991). Da die zugrundeliegenden Mechanismen fiir HRPA oft unklar bleiben, werden
antibiotische Behandlungen aufgrund von HRPA héufig beendet, was teilweise zu
inkonsistenter Behandlung fiihrt. Aufgrund eines substanziellen Anstiegs der
Lebenserwartung von Patienten mit Mukoviszidose in den letzten Jahrzehnten (Parkins et
al. 2011) und dementsprechend ldngeren Behandlungszeiten mit parenteralen Antibiotika
reflektieren viele der bisher veroffentlichen Arbeiten zum Thema HRPA die heutigen
Patienten und Behandlungsregime nicht ausreichend. Die vorliegende Arbeit soll einen
Beitrag zum Schlieen dieser Liicke darstellen. Dazu wurde eine Beobachtungstudie am
Christiane-Herzog-Zentrum der Klinik fiir Padiatrie mit Schwerpunkt Pneumologie und
Immunologie der Charité - Universitdtsmedizin Berlin durchgefiihrt. Anhand der in der
Beobachtungsstudie gewonnenen Daten wurden die Epidemiologie, Charakteristika und
die Risikofaktoren von HRPA untersucht sowie nach Hinweisen fiir Konzepte zur
Privention von HRPA gesucht. Die Methoden zur Auswertung sowie die Ergebnisse
dieser Beobachtungstudie werden in der vorliegenden Arbeit dargestellt.

Fiir den klinischen Umgang mit dem Phédnomen ,,multiple Antibiotikaunvertraglichkeiten*
wurden bereits Protokolle zur schnellen Hyposensibilisierung entwickelt (Legere et al.
2009; Whitaker et al. 2011). Diese Hyposensibilisierungsprotokolle fiihren jedoch nicht

bei jedem Patienten zum gewiinschten Erfolg und konnen zu erneuten Reaktionen fiihren.
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Zusitzlich stellen diese ein Risiko fiir Patienten mit vorangegangenen HRPA dar, weil die
Patienten, wenn auch unter medikamentdsem Schutz, direkt den Medikamenten exponiert
werden, die zuvor HRPA verursacht hatten.

Die diagnostischen Moglichkeiten fiir Medikamentenunvertraglichkeiten, insbesondere
gegeniiber antipseudomonalen Antibiotika, sind bislang im klinischen Alltag noch nicht
ausreichend. Die angewendeten Hauttests mit antipseudomonalen Antibiotika bleiben in
der Regel negativ. Der negative priadiktive Wert von Hauttests fiir die spezifische Frage
nach Uberempfindlichkeit gegen parenterale antipseudomonale Antibiotika ist niedrig.
Viele der betroffenen Patienten erleiden auch HRPA gegen mehrere verschiedene
parenterale Antibiotika. Dementsprechend gibt es die dringende Notwendigkeit, anhand
eines diagnostischen Verfahrens beurteilen zu konnen, ob eine Wiederholungsgefahr bei
erneuter Exposition mit dem HRPA auslosenden Antibiotikum im Sinne einer
spezifischen Allergie besteht. Dariliber hinaus wire eine individuelle immunologische
Klassifizierung, die zur Risikostratifizierung und zum klinischen Management der HRPA
bei Patienten mit CF herangezogen werden konnte, wiinschenswert.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Pilotstudie
durchgefiihrt. Die Pilotstudie verfolgte mehrere Ziele: Zum einen sollte die klinische
Relevanz der Kombination der zelluldren In-vitro-Testverfahren
Basophilenaktivierungstests (BAT) und Lymphozytentransformationstests (LTT) fiir die
Diagnostik, die  Klassifikation und das  klinische = Management  von
Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen parenterale Antibiotika bei Patienten mit CF
untersucht werden. Es sollten gegebenenfalls neue Erkenntnisse iiber die
immunologischen Mechanismen dieser Uberempfindlichkeitsreaktionen gewonnen
werden. Zusitzlich sollten diese Methoden speziell fiir die Untersuchung von
Medikamentenunvertraglichkeiten in unserem Labor etabliert werden. Folgende
Hypothese sollte getestet werden: Zelluldre In-vitro-Testverfahren wie BAT und LTT in
Kombination sind sensitive und spezifische diagnostische Verfahren fiir die
Klassifizierung und fiir das klinische Management von Uberempfindlichkeitsreaktionen
gegen parenterale Antibiotika bei Patienten mit CF.

Dementsprechend wurde im Allergielabor der Klinik fiir Pddiatrie mit Schwerpunkt
Pneumologie und Immunologie der Charité-Universititsmedizin Berlin eine
experimentelle Pilotstudie zur Diagnostik von Medikamentenunvertriglichkeiten bzw.

Allergien mit den beiden zelluliren Allergietestverfahren BAT und LTT durchgefiihrt.
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Die in der Beobachtungsstudie gewonnenen Informationen zu Patienten mit HRPA fanden
in der sich anschlieBenden Pilotstudie weitere Verwendung. Die Methodik und die

Ergebnisse dieser Pilotstudie werden ebenfalls in der vorliegenden Arbeit diskutiert.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit einerseits mittels einer Beobachtungsstudie
Fragen zu Privalenz, Risikofaktoren und Charakteristika von HRPA sowie den
Praventionsmoglichkeiten untersucht. Hauptfragestellung war dabei die Privalenz und die
Analyse der Risikofaktoren von HRPA. Dariiberhinaus wurde in einer Nebenfragestellung
die Art der Reaktion, der Zeitpunkt der Reaktion sowie der immunologische
Mechanismus untersucht. In einer Pilotstudie wurden auBerdem Untersuchungen zur
Wertigkeit der zelluldren Allergietestverfahren BAT und LTT fiir Patienten mit CF und
HPRA durchgefiihrt.
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3. Methodik

3.1. Beobachtungsstudie

3.1.1.  Durchfithrung am Christiane-Herzog-Zentrum

Das Christiane-Herzog-Zentrum ist ein in die Klinik fiir Padiatrie mit Schwerpunkt
Pneumologie und Immunologie der Charit¢ - Universititsmedizin Berlin integriertes
Zentrum zur Behandlung von pidiatrischen und erwachsenen Patienten, die an
Mukoviszidose leiden. Die Behandlungsmoglichkeiten bestehen aus ambulanter und
stationdrer Versorgung durch auf Mukoviszidose spezialisierte Kinderpneumologen und
Pneumologen. Die multimodalen Behandlungsmoéglichkeiten umfassen neben der
drztlichen Behandlung auch hochspezialisierte Physio- und Atemtherapie, Psychotherapie
und Erndhrungs- sowie Diabetesberatung. Es bestehen enge Kooperationen zum
deutschen Herzzentrum Berlin im Rahmen des Lungentransplantationsprogrammes, mit
diversen Kliniken der Charité - Universititsmedizin Berlin, wie z.B. der
Transplantationschirurgie (Lebertransplantationsprogramm), der Gastroenterologie und
den weiteren Kinderkliniken. Ein besonderes Qualitdtsmerkmal liegt in der sowohl
rdumlich als auch personell sehr engen Verzahnung der ambulanten und stationédren
Patientenversorgung. Die vereinfachte Kontaktaufnahme zu den Patienten sowohl
ambulant als auch stationédr wirkte sich auch positiv auf das Rekrutieren von Patienten fiir

die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Studien aus.

3.1.2.  Studienpopulation der Beobachtungsstudie

Zum Zeitpunkt der Beobachtungsstudie wurden am Christiane-Herzog-Zentrum ca. 285
Patienten mit CF ambulant bzw. stationédr behandelt. Davon waren 185 Patienten {iber 18
Jahre alt, 100 Patienten waren Kinder und Jugendliche. In die Beobachtungsstudie
eingeschlossen wurden nur solche Patienten, die mindestens vier intravendse antibiotische
Behandlungskurse absolviert hatten. Von den 285 Patienten erfiillten 125 Kinder und
Erwachsene das Einschlusskriterium. Von diesen 125 Patienten willigten 100 Patienten
bzw. deren Sorgeberechtigte in die Teilnahme an der Studie ein. Die Beobachtungen
wurden auf parenteral verabreichte Antibiotika beschriankt, da dieser Verabreichungsweg
mit Abstand am haufigsten mit HRPA einhergeht (Wills et al. 1998). Im Gegensatz zu
fritheren Veroffentlichungen (Burrows et al. 2007; Pleasants et al. 1994; Koch et al.
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1991), die ihre Beobachtung auf B-Lactam beschrinkten, wurden in der vorliegenden
Beobachtungsstudie auch andere Klassen von intravendsen Antibiotika mit einbezogen.
Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité - Universititsmedizin Berlin

genehmigt.

3.1.3.  Ausgestaltung der Studie

Fragebogen und Patientenakte
Die in der Beobachtungstudie gesammelten Informationen wurden anhand von
Fragebogen und der Auswertung der Patientenakten generiert. In einem ersten Schritt
wurden die Patienten - nachdem sie schriftlich ihre Zustimmung erteilt hatten - mit einem
halboffenen strukturierten Fragebogen interviewt (siche Fragebogen im Anhang). Damit
konnten Informationen zu folgenden Aspekten gewonnen werden:

— bisherige Behandlungszentren fiir Mukoviszidose

— aktuelle Lungenfunktionswerte (FEV1)

— Genotyp der Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)-

Mutation

— Alter bei Erstdiagnose von CF

— allgemeine Anamnese von Allergien und atopischer Diathese

— Historie der bisherigen intravendsen Antibiotikabehandlung

— bisherige Uberempfindlichkeitsreaktion auf parenterale Antibiotika

— Behandlung der méglichen Uberempfindlichkeitsreaktion
Diese Angaben wurden durch Daten aus den Patientenakten ergénzt:

— Alter

Geschlecht
aktuelle FEV1
AF508 Genotyp

— Allergieanamnese, inklusive
e aktueller Resultate von Standard IgE-Screeningtests fiir Aeroallergene
e aktueller Resultate von spezifischem IgE gegen Aspergillus
e aktueller Resultate des Gesamt-IgEs im Serum

e Historie von allergischer bronchopulmonaler Aspergillose (ABPA)
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Anzahl der Jahre mit chronischer Pseudomonas aeruginosa (PA)-Besiedlung
(Eine PA-Besiedlung wurde dann als chronisch definiert, wenn sie mindestens

zweimal pro Jahr im Sputum nachgewiesen wurde)

bisherige parenterale Antibiotikabehandlungen

bisherige Uberempfindlichkeitsreaktionen auf parenterale Antibiotika

Einteilung der Patienten in Gruppen

Um den unterschiedlichen Umfang der Dokumentation in den Patientenakten zu
beriicksichtigen, wurden die Patienten fiir die statistische Auswertung in drei Gruppen
unterteilt. Die gesamte Kohorte von 100 Patienten wurde im Weiteren als Gruppe
“gesamt” bezeichnet. Die Gruppe “gesamt” bestand damit aus allen Patienten, die zum
Zeitpunkt der Beobachtungsstudie am Christiane-Herzog-Zentrum unter Behandlung
waren, das Einschlusskriterium erfiillten, in die Teilnahme an der Studie eingewilligt und
an der Befragung teilgenommen hatten.

Von diesen 100 Patienten wurden diejenigen Patienten selektiert, fiir die mindestens tiber
fiinf Jahre eine ausfiihrliche und kontinuierliche Dokumentation iiber Behandlung und
HRPA in unserem Zentrum vorlagen. Die Gruppe wurde im Weiteren als Gruppe “S-
Jahre-Dok” bezeichnet. Die Gruppe “5-Jahre-Dok” umfasste 66 Patienten.

Von diesen 66 Patienten wiederum wurden diejenigen in die dritte Gruppe sortiert, fiir die
eine ausfiihrliche und kontinuierliche Dokumentation fiir das gesamte Leben vorlag,
sofern die Dokumentation am Christiane-Herzog-Zentrum durchgefiihrt wurde. Diese
Gruppe umfasste 50 Patienten und wurde im Weiteren als Gruppe “Lebenslang”
bezeichnet.

Fir die Gruppen “5-Jahre-Dok” und “Lebenslang” wurde jede parenterale
Antibiotikabehandlung erfasst. Hierbei wurde dokumentiert, welches Antibiotikum
verabreicht wurde, die Linge des Behandlungskurses, die tégliche Dosis des
Antibiotikums und die Verwendung von vorbeugenden Mafinahmen, wie die vorherige
Gabe von Antihistaminika oder Corticosteroiden oder Schnelldesensibilisierung (Legere

et al. 2009; Whitaker et al. 2011).
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Definition und Dokumentation von HRPA

In der Beobachtungsstudie wurde eine Uberempfindlichkeit gegeniiber parenteral verab-
reichten Antibiotika (HRPA) definiert als jegliche Form der
Uberempfindlichkeitsreaktion, die wihrend eines intravendsen antibiotischen
Behandlungskurses auftrat und eine konsekutive medizinische Intervention, wie die
Beendigung oder Verdnderung der antibiotischen Behandlung oder die Verabreichung von
Antihistaminika oder Corticosteroiden, nach sich zog. Des Weiteren wurde gefordert, dass
sich im zeitlichen Zusammenhang mit der HRPA die sonstige medikamentdse
Behandlung der Mukoviszidose nicht wesentlich verédndert hatte. Als das Risiko fiir das
Auftreten einer Uberempfindlichkeitsreaktion gegeniiber einem Antibiotikum wurde der
Anteil der aufgezeichneten antibiotischen Behandlungskurse eines gegebenen
Medikamentes mit HRPA an allen aufgezeichneten Behandlungskursen mit dem
gegebenen Medikament bezeichnet.

Eine Vorselektion im Sinne von Allergiesymptomen wurde nicht durchgefiihrt, es wurden
vielmehr alle Symptome erfasst. Um ein Antibiotikum bei Mehrfachbehandlung fiir eine
Reaktion verantwortlich zu machen, wurde einerseits das Auftreten der Reaktion im
zeitlichen Zusammenhang zur Infusion und andererseits das Vertragen der anderen
Antibiotika nach der Beendigung der beschuldigten herangezogen (in 69% der Fille war
Tobramycin eines der beiden Antibiotika). Wenn sich im Rahmen von mehrfach-
antibiotischer Behandlung die aufgetretenen Reaktionen nicht eindeutig einem
Antibiotikum zuordnen lieBen, wurde diese Reaktion von den Beobachtungen
ausgeschlossen.

Zu Hause durchgefiihrte parenterale antibiotische Behandlungskurse wurden nur dann
dokumentiert, wenn eine ausfiihrliche Beschreibung der Behandlung und der
gegebenenfalls auftretenden HRPA zur Verfligung stand. Reaktionen, die das
bronchopulmonale (z.B. akuter Bronchospasmus) oder das kardiovaskuldre (z.B. arterielle
Hypotension) System betrafen, wurden als schwere Reaktionen bezeichnet. Diejenigen
Reaktionen, die die World Allergy Organization (WAO)-Kriterien fiir Anaphylaxie
erfilllten (Simons et al. 2011) wurden als anaphylaktisch bezeichnet. Unter
Beriicksichtigung des zeitlichen Auftretens wurden die Reaktionen in Anlehnung an das
“European Network of Drug Allergy” (Romano et al. 2004) folgendermallen klassifiziert:
Reaktionen, die sofort oder innerhalb einer Stunde nach Medikamentengabe auftraten

wurden als “Sofortreaktion” (immediate) bezeichnet, alle anderen als “Nicht-Sofort-
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Reaktion” (non-immediate). Angelehnt an Hjortlund (Hjortlund et al. 2012; Hjortlund et

al.

2013) wurden Reaktionen, die innerhalb einer Stunde nach Medikamentengabe

erfolgten, immer als Sofortreaktionen klassifiziert, unabhingig davon an welchem Tag des

Behandlungskurses diese Reaktion auftrat.

Datengrundlage

Die Datengrundlage war dreigeteilt: Es lagen Informationen zu Stammdaten der Patienten,

Informationen zu den Behandlungskursen und Informationen zu den Reaktionen vor:

Stammdaten der Patienten:

Geschlecht

Alter

Bisherige Behandlungszentren

Alter bei Erstdiagnose

CFTR Genotyp

letzte FEV1

Fiir die Patienten, fiir die keine detaillierte Dokumentation in unserem Zentrum vorlag,
wurde erfragt, seit wann intravendse (iv) Antibiotika gegeben wurden.

Aktuelle Keimbesiedelung inklusive Beginn der chronischen Besiedelung fiir
Pseudomonas aeruginosa, Burgholderia spc., Stenotrophmonas maltophilia,
Achromobacter  xylosoxidans,  Staphylokokkus —aureus, Methicillin resitente
Staphylokokkus — aureus  (MRSA), Hdmophilus influenzae und  atypische
Mykobakterien.

Atopiemarker in Form des Ergebnisses des letzten SX1, des Tests nach spezifischen
IgE fiir Aspergillus, Vorliegen (aktuell oder anamnestisch) einer ABPA und letzter
Wert des Gesamt IgE (kU/I) im Serum.

Diese Stammdaten wurden anhand einer personlichen Identifikationsnummer

anonymisiert.

Behandlungskurse

Im Rahmen der Datenerhebung wurden die Stammdaten der Patienten um die Daten der

Behandlungskurse und der Reaktionen ergénzt. Die Antibiotikabehandlungskurse wurden

in einer Datenbank jeweils mittels der Identifikationsnummer sowie mittels des
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Startdatums und des verwendeten Antibiotikums eindeutig identifiziert und als separater

Eintrag erfasst. Die Reaktionen waren den Behandlungskursen {iber die persdnliche

Identifikationsnummer, {iber das Datum des Kursbeginns sowie iiber das Medikament

zuordenbar.

Pro Kurs und Medikament lagen vor:

Personliche Identifikationsnummer

Datum Kursbeginn

Medikament

Tagesdosis

Dauer des Kurses in Tagen

Kombinationstherapie (ja/nein)

Reaktion (ja/nein)

Medikamentenschutz (Antihistaminika oder Corticoide) und

Durchfiihrung als ,,Rush Hyposensibilisierung* (ja/nein).

Reaktionen

Pro Reaktion lagen vor:

personliche Identifikationsnummer

Datum des Kursbeginns

Medikament

Tag des Kurses bei Auftreten der HRPA

Zeitlicher Bezug zur Infusion der HRPA (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.
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3.1.4.  Statistische Analyse

Die deskriptive Statistik der drei ineinander geschachtelten Patientenpopulationen basierte
auf dem Ausmal} der Daten, die fiir die jeweilige Gruppe zur Verfiigung standen. Fiir
kontinuierlich verteilte Variablen wurde der Student’s t-Test und fiir dichotome Variablen
Chi-Quadrattests durchgefiihrt und die dazugehdrigen 95%-Konfidenzintervalle und p-
Werte berechnet.
Zur Identifikation von Risikofaktoren wurden univariate Analysen durchgefiihrt. Um den
Einfluss von multiplen Risikofaktoren auf das Auftreten von HRPA zu analysieren, wurde
ein logistisches Regressionsmodell in der Gruppe “Lebenslang” entwickelt. Anhand einer
logistischen Regression kann die Abhédngigkeit der Verteilung einer dichotomen Variable
E (Ereignis ist eingetreten vs. Ereignis ist nicht eingetreten) von simultanen
EinflussgroBen modelliert und erkldrt werden. Als Einflussgrolen (unabhingige
Variablen) werden Grofen aufgenommen, von denen man einen Einfluss auf die
Wabhrscheinlichkeit P(E) des Ereignisses E vermutet. In einer logistischen Regression ist
die link-Funktion, die die Wahrscheinlichkeit P(E) mit den unabhdngigen Variablen
verkniipft, die log odds Funktion (genannt logit) (Hosmer et al. 2005):

log [P(E)/(1-P(E)] = const.+Linearkombination der unabhingigen Variablen.
Die Koeffizienten der Linearkombination werden gemifl dem Maximum-Likelihood-
Prinzip geschétzt.
Im vorliegenden logistischen Regressionsmodell wurde HRPA als (abhéngige) dichotome
Variable verwendet (stellte also das Ereignis E dar) und Alter, Geschlecht, Anzahl der
Jahre seit Beginn der parenteralen Antibiotikatherapie, FEV1 und Jahre der PA-
Besiedlung als unabhingige Variable. Anhand eines zweiten logistischen
Regressionsmodells wurden diese Risikofaktoren nur fiir schwere Reaktionen analysiert.
Fiir die Gruppe “Lebenslang” wurde die spezifische kumulative Antibiotikaexposition in
Gramm pro Jahr und die spezifische Lebenszeitdosis der beiden Antibiotika, die am
haufigsten zu HRPA fiihren, analysiert. Hierzu wurden pro Medikament die kumulative
Antibiotikaexposition sowie die Lebenszeitdosis der Subgruppen von Patienten mit und
ohne HRPA miteinander verglichen. Aufgrund offensichtlicher Abweichungen von der
Normalverteilung wurde vorliegend eine nicht-parametrische  Schitzung der
Abweichungen mit dazugehdrigen Konfidenzintervallen vorgezogen. Dies konnte

umgesetzt werden, indem eine Methode von (Hollander & Wolfe 1999) angewendet
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wurde: Alle Abweichungen {x; — yj| i=1,...,m; j=1,...,n} der Beobachtungen in Gruppe X
und Gruppe Y werden sortiert und verwendet als shifts & in Paaren von Null- und
Alternativhypothesen Hy(d): X<Y-d versus H;(0): X>Y-8 unter Verwendung des
Wilcoxon-Mann-Whitney Tests (WMW) zur Berechnung von p-Werten. Der sogenannte
Hodges-Lehmann Schétzer fiir die Abweichung ist der shift 8y, fiir den der WMW Test
einen p-Wert von 0,05 fiir die Nullhypothese Ho(0nm): X<Y-dm berechnet. Die Untergrenze
o1 und die Obergrenze 9J, des 95% Konfidenzintervall werden berechnet (unter
Verwendung des WMW Test) als shifts, die in p-Werten 0,025 bzw. 0,975 resultieren.

Fiir alle Berechnungen wurde die Statistiksoftware R verwendet (The R Project for
Statistical Computing, www.r-project.org). Fiir die Graphiken wurde das R-Paket

“ggplot2” verwendet (Wickham 2009).

3.2. Pilotstudie

3.2.1. Uberblick

In der Pilotstudie wurden die zelluldren Allergietestverfahren Basophilenaktivierungstests
(BAT) wund Lymphozytentransformationstests (LTT) fiir die Diagnostik von
Uberempfindlichkeiten gegeniiber parenteralen Antibiotika angewendet. Hierfiir wurden
Patienten, die bereits an der Beobachtungsstudie teilgenommen hatten, rekrutiert. Fiir die
aufgrund von finanziellen Einschrinkungen zunéchst auf dreizehn Patienten und zwei
Probanden limitierte Studie wurden Patienten ausgewihlt, die HRPA hatten und daraus
folgend klinisch fiir ein oder mehrere Antibiotika als allergisch eingestuft wurden und
welche die jeweiligen Antibiotika seit der letzten Reaktion auch nicht mehr erhalten
hatten.

Fiir die Durchfiihrung der zelluldren Allergietests wurden den Patienten im Rahmen der
Routinediagnostik Blutproben in der Regel zu Beginn oder auch wéhrend der stationdren
Behandlung einer pulmonalen Exazerbation abgenommen und anschlieBend vom
Studienarzt (Doktoranden) personlich in das Allergielabor der Klinik fiir Padiatrie mit
Schwerpunkt Pneumologie und Immunologie der Charité-Universititsmedizin Berlin
gebracht. Unmittelbar nach Erhalt der Blutproben wurde mit den zelluldren Allergietests
begonnen. Nach einer Aufbereitung der Proben erfolgte die Inkubation der lebenden
Zellen mit den jeweils zu untersuchenden Antibiotika in Verdiinnungsreihen. Die
Verdiinnungen wurden jeweils von maximal der 10™-fachen Konzentration der

empfohlenen maximalen Wirkstoftkonzentration im Serum bis zur maximal empfohlenen
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Wirkstoffkonzentration angelegt (sieche Tabelle 1: Verdiinnungsreihen der Medikamente),
hohere Konzentrationen wurden ebenfalls gepriift, fiihrten jedoch in keinem Fall zu einer
hoheren Proliferation. Fiir den BAT wurden nach Aktivierung der basophilen
Granuloyzten im Flowcytometer mittels gefdarbter Antikdrper Oberflichenmarker
quantitativ und qualitativ bestimmt. Der LTT beruht auf einer quantitativen Beurteilung
der Proliferation von Lymphozyten nach Stimulation mittels Messung der Inkorporation
von radioaktivem H*-Thymidin.

Fiir jeden Patienten wurden bei beiden Testverfahren jeweils mindestens eine Positiv- und
eine Negativkontrolle durchgefiihrt, um die Validitdt der Untersuchungsergebnisse
sicherzustellen. Diese Kontrollen wurden grundsitzlich durchgefiihrt, um einerseits die
technische Zuverlédssigkeit des Testverfahrens und andererseits die Qualitit der Probe zu
evaluieren. Die Zellen wurden unter gleichen Bedingungen wie unter dem Test keinem
Agens (Negativkontrolle) bzw. einem Agens, das mit einem hohen Prozentsatz zu einer
Aktivierung bzw. Proliferation der Zellen flihren sollte (Positivkontrolle), ausgesetzt.
Details zu Positiv- und Negativkontrolle bei den durchgefiihrten zelluliren Allergietests
werden in Abschnitt 3.2.2 und 3.2.3 dargestellt.

Die Wertung der Tests erfolgte anhand von Indizes: Fiir den BAT der Aktivierungsindex
(AI) und fiir den LTT der so genannten Stimulationsindex (SI). Die Aktivierung (BAT)
und die Proliferation (LTT) der Negativkontrollen wurden zu denen der Testergebnisse

ins Verhiltnis gesetzt.

3.2.2. Basophilenaktivierungstests (BAT)

Nach Inkubation der basophilen Granulozyten und weiterer Zellen mit den Medikamenten
wurden nach Durchfiihrung der weiteren notwendigen Schritte mittels eines kommerziell
erhiltlichen Flowcytometers (Shapiro 2005; Leysen et al. 2011) die basophilen
Granulocyten anhand spezifischer Oberflichenmarker identifiziert und auf diesen die
Expression von CD63 (CD = Cluster of Differentiation) als Aktivierungsmarker und
CD203c als Marker fiir basophile Granulozyten gemessen (Trautmann & Kleine-Tebbe
2013; Mutius et al. 2013).

Fiir die BATs der Pilotstudie wurden pro Patient jeweils eine Negativkontrolle und zwei
Positivkontrollen durchgefiihrt. Fiir die Positivkontrollen wurden Zellen jeweils mit
FceRI-Antikorper (anti-IgE-Rezeptor) (siehe Abbildung 3) und FMLP-Peptiden (N-

formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine) inkubiert, die liber verschiedene Mechanismen
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zur Aktivierung der basophilen Granulozyten fiihrten. Anschlieend wurde die Expression
von CD203¢ und CD63 auf basophilen Granulozyten nach Inkubation mit den jeweiligen
Antikorpern flusscytometrisch gemessen. Bei der Negativkontrolle wurden die Zellen
unter identischen Bedingungen inkubiert. Der Unterschied von Positiv- und
Negativkontrolle lag darin, dass fiir die Inkubation bei der Negativkontrolle keine
aktivierenden Antikorper eingebracht wurden.

Um die dosisabhédngige spezifische Reaktivitit der basophilen Granulozyten der Patienten
zu untersuchen, wurden diese in Verdiinnungsreihen der vorher HRPA verursachenden
Antibiotika inkubiert. Nach weiteren Schritten wurde unter gleichen Bedingungen wie bei
Positiv- und Negativkontrollen flusscytometrisch die Expression von CD203¢ und CD63
gemessen. Anhand der Ergebnisse wurde der sogenannte Aktivierungsindex berechnet.
Dieser gibt das Verhéltnis der aktivierten basophilen Granulozyten bei der Messung mit
Allergen gegeniiber der Anzahl der aktivierten basophilen Granulozyten bei der Messung
ohne Allergene (Negativkontrolle) an. Werte von groBer gleich 2,5 sprechen fiir das

Vorliegen einer spezifischen Uberempfindlichkeit.

Im Folgenden wird die Durchfiihrung des BAT im Detail dargestellt.

Folgende Losungen und Stimulantien wurden fiir die Durchfithrung des BAT verwendet:

Stimulantien:
— fMLP (N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine)
— anti-FceRI (anti-IgE-Rezeptor) Stimulations Kontrolle, 25ul, (-20°C tiefgekiihlt,
ohne IL 3)
— Medikamente:  Antibiotika in  Verdlinnungsrethen von der max.

Wirkstoffkonzentration im Serum bis maximal zur 10* fachen Konzentration

(Siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Verdiinnungsreihen der Medikamente

Medikament Konzentrationen in pg/ml
Piperacillin/ Tazobactam 1 10 100 1000
Ceftazidim 0,1 1 10 100
Meropenem 1 10 100 1000
Ampicillin/ Sulbactam 0,1 1 10 100
Aztreonam - 1 10 100
Cefepime - 1 10 100
Colistin - 0,01 0,1 1
Puffer:

VLE RPMI 1640 (very low endotoxin)
PBS-Azid: 500 ml PBS (PAA H15-002) + 0,1g NaN3 + 0,186 g EDTA = ImM
Lyse-Puffer (10x): 82,9 g/l NH4CL + 10,2 g/l KHCO 292 mg/l EDTA (1:10

mit Aqua dest. Verdiinnen

Zur Durchfiihrung der Stimulation wurden im Folgenden die Reagenzrohrchen

fiir die Negativkontrolle als Reagenzrohrchen 1,

fiir die Positivkontrolle mit fMLP als Reagenzrohrchen 2,

fiir die Positivkontrolle mit anti-FceRI als Reagenzrohrchen 3 und

exemplarisch fiir die Rohrchen mit diversen Antibiotika in verschiedenen

Konzentrationen als Reagenzréhrchen x bezeichnet.

In einem ersten Schritt wurden 100ul Ammoniumheparin-Blut pro Reagenzréhrchen in

jedes Rohrchen pipettiert. Im zweiten Schritt wurden die Stimulantien hinzugegeben:

fiir Reagenzrohrchen 1 100ul RPMI,
fiir Reagenzrohrchen 2 100ul fMLP 10-5M,
fiir Reagenzrohrchen 3 25ul anti-FceRI (10pg/ml) und

fiir Reagenzrohrchen x jeweils 100ul Antibiotikaldsung.

Jedes Rohrchen wurde nun mit der Pipette vorsichtig gemischt.
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Die Inkubation erfolgte fiir 20 Minuten bei 37°C (5% CO2) im Wasserbad. Die
Degranulation wurde gestoppt, in dem die Rohrchen fiir fiinf Minuten in ein Eisbad
gestellt wurden. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation fiir zehn Minuten (300g,
1200rpm Sorvall, 4°C mit Bremsung). Nach Zentrifugation wurden die Uberstinde
abgenommmen (ca. 100ul) und verworfen. Die Farbung — eine Voraussetzung fiir die
flusscytometrische Messung der Oberflichenmarker - erfolgte mit einem so genannten
Antikdrpermix.
Der Antikorper-Mix fiir beispielsweise sieben Reagenzrohrchen (tubes) in Cryotube
(Lichtempfindlichkeit) kann so beschrieben werden:

— 80ul CD123 (PE Cy5), d.h. 10ul/tube

—  80ul CD63 (FITC), d.h. 10ul/tube

— 80ul CD203c (PE), d.h. 10ul/tube

— 20pl HLA-DR (PE Cy7), d.h. 2,55ul/tube

— 20ul CD45 (APC Cy7), d.h. 2,55ul/tube

Nachdem die Antikorper zusammen gegeben worden waren, erfolgte das Mischen per
Schiittelgerdt (Vortex) und anschlieBend eine kiihle und dunkle Aufbewahrung.
AnschlieBend erfolgte in dem gegenwirtigen Beispiel mit sieben Reagenzréhrchen die
Pipettierung von 35ul Antikorper-Mix in Réhrchen 1 bis 7 (x). Jedes Rohrchen wurde
vorsichtig mit der Pipettenspitze gemischt. Die gefarbten Reagenzrohrchen wurden fiir 25
Minuten - dunkel gelagert - im Kiihlraum inkubiert. Danach erfolgte die Lyse, indem je
Rohrchen 4 ml Lysepuffer vorsichtig mit der Pipettenspitze resuspendiert wurden. Diese
wurden fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur dunkel inkubiert und dann zentrifugiert
(10min, 1450 rpm, 4°C mit Bremse). Nun wurden die Zellen gewaschen indem zunéchst
die Uberstinde abgesaugt wurden, anschlieBend die Zellen mit 4ml PBS-azid
resuspendiert und schlieBlich erneut zentrifugiert wurden (10 min, 400g (1450rpm), 4°C,
mit Bremse). Danach wurden abermals die Uberstinde abgesaugt und die Zellen mit
100ul PBS-azid resuspendiert. Bis zur Messung im FACS Canto II Flowcytometer
mussten die Proben bei 4°C aufbewahrt werden.

Die Messungen erfolgten im FACS Canto II Flowcytometer (BD Biosciences), die

Zellsortierung erfolgte mit den in Tabelle 2 angegebenen Parametern.

37



Methodik Pilotstudie
Tabelle 2: Parameter der Flowcytrometrie
Parameter Beschreibung Antikorper
Produktbezeichnung
BD = Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg
FSC (forward scatter) Zellgrofie

SSC (sideward scatter)

Innere Komplexitat/

Granularitit der Zelle

CD45 Leukozyten APC -Cy7 BD #348815
Klon 2D1
CD123 Basophile, Mastzellen, Makrophagen, PE-Cy 5 BD #551065

(IL-3 Rezeptor)

KM-Stammzellen , Lymphozyten

Klon 9F5

HLA-DR (MHC II-R) APCs (B-Zellen, Mono/Makrophagen, PE-Cy7
dendrit. Zellen), aktivierte T-Zellen, BD #335830
aktivierte NK-Zellen Klon L 243

CD203c Basophile, Myeloide Zellen (Uterus, PE BCO -IM 3575
Mastzellen), KM-Stammzellen (Basos Klon 97176
und Mastz.) Aktivierungsmarker, keine
Reaktion mit Thrombos

CD63 Basophilen-Aktivierungsmarker FITC BD#557288
Monocyten, Makrophagen Klon H5C5

aktivierte Thrombozyten,

Die Darstellungen in den Abbildungen 2 und 3 (X - gegen Y-Achse) erfolgten zur
Selektion der zu analysierenden basophilen Granulozyten in aktivierter und nicht
aktivierter Form. In den Abbildungen lésst sich das im Folgenden beschriebene Vorgehen
optisch nachvollziehen.

Zunichst erfolgte die Darstellung von FSC gegen SSC. Dann wurden von CD45 positive
Zellen gegen SSC zur Identifikation der Leukozyten dargestellt. Das so genannte
,Leukozytengate® wurde gesetzt, d.h. der Bereich, der die CD45 positiven Zellen mit
hoher Granularitit (SSC) abbildet, wurde in der Auswertungssoftware manuell markiert
(Leukozytengate = P1). Im Leukozytengate wurde CD123 gegen HLA-DR dargestellt,
dies ermoglichte es, die Basophilen zu identifizieren. Das so genannte ,,Basophilengate*
(= P2) wurde gesetzt, indem die CD123 positiven und HLA-DR negativen Zellen
markiert wurden. Im Basophilengate wurde CD203c gegen CD63 dargestellt. Nicht
aktivierte Basophile waren CD203c positiv und CD63 negativ; aktivierte Basophile
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hingegen waren CD203c¢ positiv und CD63 positive Zellen. In der anti-FceRI
Positivkontrolle (Abbildung 3) wurde die Grenze zwischen aktivierten und nicht

aktivierten Basophilen fiir jeden einzelnen Patienten eingestellt.

FACSDiva Version 6.1.3
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Abbildung 2: BAT Negativkontrolle
Abbildung 2, eine Originalmessung aus unseren Untersuchungen, demonstriert das

Prinzip des BAT und der vorangehenden Negativkontrolle. Die basophilen Granulozyten
werden unter anderem anhand des Oberflichenmarkers CD123 erkannt und zeigen wie

erwartet kaum Expression von CD63. 3,8% der Basophilen werden als aktiviert erkannt.
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Abbildung 3: BAT Positivkontrolle
Abbildung 3, ebenfalls eine Originalmessung aus unseren Untersuchungen, demonstriert

Experiment Name: DHCF Vorversuch 2

Proband 1
anti-FcERI

Specimen Name:
Tube Name:
Record Date:

Jun 25,2011 1:06:27 AM

Population #Events %Parent %Grand ...
B P1= Leukozyten 255,944 98.0 R
e}l 30,488 11.9 1.7
B a2 1,490 0.6 0.6
[ ek 222,418 86.9 85.2
o4 1,548 0.6 06
B P2=Basophile 960 62.0 0.4
[ a1-1 0 0.0 0.0
. aktivierte Basophile 908 946 58.7
[Ja31 0 0.0 0.0
M nicht aktivierte Basophile 52 5.4 3.4

das Prinzip des BAT und der vorangehenden Positivkontrolle. Die basophilen

Granulozyten werden unter anderem anhand des Oberflichenmarkers CD123 erkannt

und zeigen wie erwartet eine deutliche Expression von CDG63, 94,6% der Basophilen

werden als aktiviert erkannt
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3.2.3. Lymphozytentransformationstests (LTT)

LTTs sind ein Verfahren mit Anwendung in der immunologischen Diagnostik,
beispielsweise wenn der Verdacht auf einen Immundefekt vorliegt und in der Diagnostik
von T-zelluldren Allergien. Prinzipiell werden bei einem LTT Lymphozyten des Patienten
mit Agenzien inkubiert, auf die bei vorheriger Sensibilisierung und intakter T-Zell
Funktion eine Proliferation der spezifischen Lymphozyten erwartet wird. Fiir die
vorliegende Pilotstudie wurden die Zellen dafiir unter anderem mit radioaktivem Hs-
Thymidin inkubiert. Die Inkubation erfolgte in 96-well Platten. Nach sechs Tagen wurde
die T-Zell Proliferation quantitativ abgelesen, indem nach Waschen der Zellen die
Radioaktivitit auf jedem Well einzeln in ,,counts per minute* (CPM) gemessen wurde.
Die gemessene Radioaktivitdt korrelierte linear mit dem bei der zelluldren Proliferation
inkorporierten Hs;-Thymidin. Details siehe (Trautmann & Kleine-Tebbe 2013; Mutius et
al. 2013).

Auch beim LTT wurden fiir jeden Patienten einzeln jeweils zwei Positiv- und eine
Negativkontrolle (Medium) durchgefiihrt. Bei den Positivkontrollen wurde einerseits mit
einem Antigen (in der vorliegenden Studie Tetanustoxoid) und andererseits mit einem
unspezifischen Mitogen (Phytohdmagglutinin) stimuliert.

Anhand der Ergebnisse wurde der sogenannte Stimulationsindex bestimmt. Zur
Berechnung des Index wurde der Quotient aus den “counts per minute” mit dem Allergen
und den “counts per minute” ohne das Allergen (Negativkontrolle) gebildet. Werte grofler
oder gleich drei wurden als positiv gewertet, 2 — 3 als grenzwertig und kleiner als 2 als
negativ.

Im Folgenden wird die Durchfiihrung des LTT im Detail dargestellt:

Die Patientenprobe, das Lithium-Heparinblut, wurde 1:8 mit VLE RPMI verdiinnt (VLE
RPMI ohne Zusitze). Von dem verdiinnten Blut wurden 100 pl zu 100 pl Mitogen- bzw.
Antigen- oder Medikamentenldsung gegeben. Diese wurden in Zellkulturplatten (96-well,
round-bottom) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach sechs Tagen
Inkubation wurden die einzelnen Wells mit 0,0185 MBq = 0,5uCi *H-Thymidin/well
markiert, dann erneut im Brutschrank inkubiert und nach ca. 24h bei -20°C eingefroren,
um die Erythrozyten zu lysieren. Nun wurden die Platten bei Raumtemperatur fiir ca. eine
Stunde bei Raumtemperatur aufgetaut. Zuletzt wurden die Zellen geerntet und am Beta-

Counter die Radioaktivitit gemessen.
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Verwendete Reagenzien:
— VLE (Very Low Endotoxin) RPMI ohne Zusitze enthédlt 2g NaHCO3, ohne
Glutamine
— Methyl-3H-Thymidin
Stocklosung: 37MBq (1mCi)/ml; Stocklosung. 1:50 verdiinnen mit PBS, davon
25ul/well pipettieren, 0,0185 MBq/ well = 0,5uCi/well

Stimulantien:
— Mitogene: PHA (Phythdmagglutinin ) Endkonzentration: 2, 6 und 20 pg/ml

— Antigene: Tetanus-Toxoid Endkonzentration 20 Lf/ml

Tabelle 3: Liste der fir BAT und LTT verwendeten Chemikalien (Antikérper siehe Tabelle 2)

Chemikalie Verwendung Hersteller

fMLP = (N-formyl-Methionyl- Stimulanz Sigma-Aldrich ~ Chemie

leucyl-phenylalanine) GmbH, Taufkirchen bei
Miinchen

anti-FceRI (anti-IgE-Rezeptor) Stimulanz Sigma-Aldrich ~ Chemie

Antikorper GmbH, Taufkirchen bei
Miinchen

RPMI 1640 VLE Puffer Biochrom GmbH, Berlin

PBS-Azid Puffer Biochrom GmbH, Berlin

Lyse-Puffer Puffer Biochrom GmbH, Berlin

Methyl-3H-Thymidin Radioaktive Amersham Buchler,

Proliferatiosmarkierung Braunschweig

PHA = Phythdmagglutinin Mitogen Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen bei
Miinchen

Tetanus-Toxoid Antigen Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen bei
Miinchen
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4. Ergebnisse

4.1. Beobachtungsstudie

4.1.1. Uberblick iiber die Patientencharakteristika

Von den 125 Patienten, die das Einschlusskriterium erfiillten, willigten 100 Patienten
(80%) mit folgenden Charakteristika ein, an der Studie teilzunehmen (siche Tabelle 4).
Die in der Tabelle 4 aufgefiihrte Gruppe “péddiatrisch” umfasst alle Patienten aus der

Gruppe “gesamt”, die zum Beobachtungszeitpunkt unter 18 Jahre alt waren.

Tabelle 4: Patientencharakteristika

Gruppe “gesamt” “S-Jahr- “Lebens- “padia-
Dok” lang” trisch”
N (Anzahl der Patienten) 100 66 50 8
Alter @ in Jahren 27,9 28,5 28,1 9
SD 10,8 SD 11,6 SD 13 SD 5,1
Anteil mannlich 38 36 39 50
in %
FEV1 O, 52,3 54,4 55 71,7
in % SD 2,3 SD 26,1 SD 27,1 SD 39,2
Anzahl Kurse O NA NA 50,5 21,5 SD
SD 31,6 14,4
PA-Besiedlung O 16,1 17,4 16,7 5,8
in Jahren SD 6,6 SD 6,0 SD 6,3 SD 7,7
Allergie screen+ 29 29 32 0
in %
>1 HRPA 60 65 65 38
in %

FEV1 = aktuelle FEV1 in %; PA-Besiedlung in Jahren = Pseudomas aeruginosa (PA)

Besiedlungsdauer in Anzahl von Jahren; Allergie screen + = Standard IgE-Screeningtests fiir
Acroallergene positiv; Anzahl Kurse = Anzahl der intravendsen antibiotischen

Behandlungskurse; >1 HRPA = Anteil der Patienten mit mindestens einer HRPA
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4.1.2. Pravalenz der HRPA

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse zur Priavalenz von HRPA basieren auf der
Auswertung der Gruppe “gesamt” (N=100). Insgesamt wurden 185 HRPA mit 376
Symptomen bei 60 betroffenen Patienten beobachtet. Im Durchschnitt wurden
entsprechend 3,1 Reaktionen pro betroffenem Patienten dokumentiert. 65% aller HRPA
filhrten zu einer Verdnderung der Therapie oder zur Beendigung des antibiotischen
Behandlungskurses. Von den Patienten mit HRPA hatten 46% zwei oder mehr Reaktionen
und 31% drei oder mehr Reaktionen. Beziiglich pidiatrischer Patienten (N=8) wurden
insgesamt vier Reaktionen bei drei betroffenen Patienten beobachtet. Eine Analyse der
Antibiotikaklassen ergab, dass in der Gruppe ,,gesamt™ Penicilline fiir 35,5 % der
Reaktionen verantwortlich waren, Cephalosporine fiir 34,6%, Carbapeneme fiir 9,6%,
Chinolone fiir 4,3% und Polypeptide fiir 4,3%. 79% aller dokumentierten Reaktionen

traten nach Gabe von B-Lactam Antibiotika auf.

4.1.3. Risiko der Antibiotika fiir HRPA

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse zum Risiko der einzelnen Antibiotika basieren
auf der Auswertung der Gruppe ‘“5-Jahre-Dok™ (N=66). Es wurden 3205 einzelne
antibiotische Behandlungskurse analysiert. Es zeigt sich, dass Piperacillin/Tazobactam
(N=63) und Ceftazidim (N=50) die beiden Antibiotika waren, die die absolut hochste
Anzahl von HRPA verursachten. Die beiden Antibiotika verursachten auflerdem die
meisten anaphylaktischen HRPA (Piperacillin/Tazobactam N=9 und Ceftazidim N=7).
Das hochste Risiko wurde fiir Vancomycin festgestellt, da 12% aller Behandlungskurse
mit Vancomycin zu HRPA fiihrten. Fiir antipseudomonale Medikamente war das Risiko
fir HRPA am hochsten fiir Cefepim (11%) und Piperacillin/Tazobactam (10%). Das
hochste Risiko fiir anaphylaktische HRPA hatten Aztreonam (6%) und Cefuroxim (6%).
In den Abbildung 4 bis 6 werden fiir die einzelnen Antibiotika das Risiko aller HRPA
(Abbildung 4), nur der schweren HRPA (Abbildung 5) sowie nur der anaphylaktischen
Reaktionen (Abbildung 6) dargestellt.
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Vancomycin -
Cefepime -
Piperacillin/Taz.
Aztreonam -
Imipenem -
Colistin -
Chloramphenicol -
Cefuroxime
Ceftazidime -
Fosfomycin -
Meropenem -
Sulbactam -

Ciprofloxacin

Tobramycin -

0 2 4 6 8 10 12
Anteil der Behandlungskurse, die zu HRPA fiihrten (in %)

Abbildung 4: Anteil der Behandlungskurse mit HRPA.
Abgebildet ist der Anteil in Prozent der Behandlungskurse, die zu einer HRPA fiihrten, an

allen Behandlungskursen mit dem jeweiligen Antibiotikum. Die angegebene Zahl stellt die

Anzahl aller Behandlungskurse mit dem jeweiligen Antibiotikum dar. Ausgewertet wurde

die Gruppe “5-Jahre-Dok” (N=66).
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Vancomyein - 8

95

Cefepime -

390

Piperacillin/Taz. -

24

Imipenem -

Aztreonam - 36

94

Colistin -

Chloramphenicol -
Cefuroxime 18

Ceftazidime -

770

Fosfomycin - 94

Meropenem - 342

Sulbactam - 35

Ciprofloxacin -

Tobramycin - 1110

I I
] 2 4 6 3] 10 12
Anteil der Behandlungskurse, die zu schwerer HRPA fiihrten (in %)

Abbildung 5: Anteil der Behandlungskurse mit schwerer HRPA.
Abgebildet in schwarz ist der Anteil in Prozent der Behandlungskurse, die zu einer

schweren HRPA fiihrten, an allen Behandlungskursen mit dem jeweiligen Antibiotikum.
Die angegebene Zahl stellt die Anzahl aller Behandlungskurse mit dem jeweiligen
Antibiotikum dar. Zur Illustration ist in grau der Anteil der Behandlungskurse angegeben,
die insgesamt zu einer Reaktion gefiihrt hat. Ausgewertet wurde die Gruppe “5-Jahre-
Dok” (N=66). Definition schwere HRPA: Beteiligung von bronchopulmonalem und/oder

kardiovaskuldrem System.
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Vancomycin b

Cefepime . 05

Piperacillin/Taz. - - 390
Imipenem - 24
Aztreonam - _ 36
Colistin - - 94
Chloramphenicol - 17
Cefuroxime - 18
Ceftazidime I 770
Fosfomycin 04
Meropenem - I 342
Sulbactam -
Ciprofloxacin - 41
Tobramycin - 1110
'Ij 2 4 6 =] 10 1I2

Anteil der Behandlungskurse, die zu anaphylaktischer HRPA fihrien (in %)

Abbildung 6: Anteil der Behandlungskurse mit anaphylaktischer HRPA.
Abgebildet in schwarz ist der Anteil in Prozent der Behandlungskurse, die zu einer

anaphylaktischen HRPA fiihrten, an allen Behandlungskursen mit dem jeweiligen
Antibiotikum. Die angegebene Zahl stellt die Anzahl aller Behandlungskurse mit dem
Jjeweiligen Antibiotikum dar. Zur Illustration ist in grau der Anteil der Behandlungskurse
angegeben, die insgesamt zu einer Reaktion gefiihrt hat. Ausgewertet wurde die Gruppe
“5-Jahre-Dok” (N=66).

Definition anaphylaktische HRPA: siehe Kriterien der WAO (Simons et al. 2011).
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4.1.4. Charakteristika der HRPA

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse zu den einzelnen Symptomen von HRPA
basieren auf der Auswertung der Gruppe “gesamt” (N=100). Eine Reaktion bestand in der
vorliegenden Auswertung aus einem bis maximal fiinf Symptomen. Fiir die Gruppe
“gesamt” (N=100) wurden insgesamt 376 Symptome bei 180 Reaktionen beobachtet. Da
eine gro3e Bandbreite verschiedener Symptome beobachtet werden konnte, wurden diese
in acht Symptomgruppen unterteilt, um eine pathophysiologische Beurteilung zu
ermoglichen: Insgesamt 53% der beobachteten Symptome waren dermale Symptome,
10% waren Medikamentenfieber (drug fever), 9% Bronchospasmus, 9% neurologische
Symptome, 7% gastrointestinale Symptome, 4% kardiovaskulér, 3% hidmatologisch und
4% andere. In Tabelle 5 werden fiir alle Symptomgruppen die jeweils drei hiufigsten
Symptome innerhalb der Symptomgruppe genannt. Die angegebenen Prozentwerte geben
den Anteil des jeweiligen Symptoms an den Symptomen aller Symptomgruppen an. Die
Anteile addieren sich entsprechend zu 100%. Insgesamt wurden 24% der Reaktionen als
schwer klassifiziert, 15% als anaphylaktisch. Keine der Reaktionen erforderte eine
Behandlung auf der Intensivstation.

In Abbildung 7 wird der Anteil der HRPA fiir die jeweiligen Symptomgruppen
dargestellt. Da pro HRPA mehrere Symptome, auch verschiedener Symptomgruppen,
beobachtet werden konnen, addieren sich die Anteile — im Gegensatz zu Tabelle 5 — zu

mehr als 100%.
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Tabelle 5: Verteilung der HRPA Symptome

Derm Drug Fever BP Neuro Gastro Kardio Hema Other

53% 10% 9% 9% 7% 4% 3% 4%

Juckreiz Bronchospasmus Schwindel Ubelkeit Tachykardie Thrombo- Gelenkschmerzen

penie

18% 5,8% 4,4% 4,4% 3% 1,5% 1,0%

Exanthem/ Atemnot Pardsthesie Erbrechen art. Hypo- Lympho- Lokale Schmerzen

“Flush” tension penie

9,3% 1,7% 2,5% 1,8% 0,7% 0,9% 1,0%

Urtikaria Thorakales Cephalgien Diarrhoe art. Hyper- Erythro- Hyperhidrose
Engegefiihl tension penie

9,3% 1,5% 2,3% 0,5% 0,2% 0,3% 1,0%

Fiir die Gruppe ,,gesamt” (N=100) wurden insgesamt 376 Symptome in 180 Reaktionen beobachtet. Alle beobachteten Symptome wurden in
acht Symptomgruppen eingeteilt. dermale Symptome (Derm), Drug Fever, Bronchospasmus (BP), neurologische Symptome (Neuro),
gastrointestinale Symptome (Gastro), kardiovaskuldre Symptome (Kardio), himatologische Symptome (Hema) und andere Symptome (Other).

Berichtet wird in der ersten Zeile der Anteil der beobachteten Symptome der einzelnen Symptomgruppen an allen Symptomen. Die Anteile
addieren sich entsprechend zu 100%. In den Zeilen 2 — 4 werden fiir die jeweils hdufigsten drei Einzelsymptome der genannten
Symptomgruppen dariiber der Anteil des Einzelsymptoms an allen Symptomen (symptomgruppentibergreifend) dargestellt. Alle in den Zeilen 2-4

dargestellten Anteile addieren sich damit zu weniger als 100%, da jeweils nur die drei hdufigsten Einzelsymptome dargestellt sind.
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Abbildung 7: Anteil der HRPA mit den entsprechenden Symptomgruppen.
Abgebildet wird fiir die Gruppe ,,gesamt (N=100) der Anteil der HRPA (in Prozent), bei

denen mindestens ein Symptom der jeweiligen Symptomgruppe beobachtet wurde. Da pro
HRPA mehrere Symptome (auch verschiedener Symptomgruppen) beobachtet werden
konnten, addieren sich die Anteile zu mehr als 100%. Die Abbildung 7 zeigt
beispielsweise, dass in 67% aller HRPA mindestens ein dermales Symptom zu beobachten

war.
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Wie oben ausgefiihrt, konnten im Rahmen einer HRPA mehrere Symptome beobachtet
werden. Hierbei war es interessant zu analysieren, ob bestimmte Symptome besonders
hiufig in Zweierkombinationen auftraten. Aufgrund der Vielzahl der verschiedenen
Symptome wurde hier wiederum auf die Symptomgruppen zuriickgegriffen. Am
hiufigsten trat die Zweierkombination dermale Symptome mit Bronchospasmus auf (9%).

In Tabelle 6 werden die hdufigsten Zweierkombinationen von Symptomen dokumentiert.

Tabelle 6: Verteilung der Symptomkombination der HRPA

Symptomgruppe 1 Symptomgruppe 2 Anteil aller HRPA mit
Symptomgruppe 1 und 2
Dermal Bronchopulmonal 9,0%
Dermal Neurologisch 6,4%
Dermal Fieber 4,8%
Kardiovaskular Neurologisch 4,8%
Andere Dermal 4,3%
Gastrointestinal Fieber 3,2%
Héamatologisch Fieber 1,6%

Berichtet werden  fiir die Gruppe ,gesamt” (N=100) die hdufigsten
Symptomkombinationen. Der angegebene Wert stellt dar, bei wie viel Prozent aller HRPA
die genannte Symptomkombination beobachtet wurde. Die Zahlen addieren sich nicht zu

100%, da auch HRPA mit Symptomen nur einer Symptomgruppe beobachtet wurden.

In Abbildung 8 wird die Haufigkeit der Symptomgruppen pro Antibiotikum dargestellt,
d.h. es wird der prozentuale Anteil der Symptome je Antibiotikum dargestellt. Zur
Ubersichtlichkeit wurden die Symptome gruppiert, z.B. sind Urtikaria, Erythrodermie und

Exanthem etc. in dermale Symptome eingruppiert worden.
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Abbildung 8: Verteilung der Symptome pro Antibiotikum.
Berichtet wird fiir die Gruppe ,,gesamt“ (N=100) die Verteilung der Symptomgruppen bei

den einzelnen Antibiotika. Fiir jedes Antibiotikum wird der Anteil der Symptomgruppen an
allen Symptomen bei HRPA gegeniiber dem jeweiligen Antibiotikum angegeben. Die
Anteile addieren sich daher fiir jedes Antibiotikum zu 100%.

4.1.5. Zeitlicher Verlauf der HRPA

Die dargestellten Ergebnisse zum zeitlichen Verlauf der HRPA basieren auf der
Auswertung der Gruppe “gesamt” (N=100). Es wurde der zeitliche Zusammenhang des
Auftretens des Symptoms der Reaktion mit der Infusion des Antibiotikums analysiert.
Dabei =zeigte sich, dass 53% der Reaktionen wéhrend der Verabreichung des
Antibiotikums auftraten, 35% binnen einer Stunde nach der Infusion und 12% spiter als

eine Stunde nach der Infusion. Hierbei wurde nicht nach dem Tag der Infusion innerhalb
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des Behandlungskurses differenziert. Betrachtete man hingegen das Auftreten der
Reaktion in zeitlichem Zusammenhang mit dem Tag des Behandlungskurses, dann traten
81% aller Reaktionen, 84% der schweren Reaktionen und 80% der anaphylaktischen
Reaktion zwischen dem ersten und vierten Tag des Behandlungskurses auf. Fiir eine
detaillierte Analyse der Anteile der HRPA in Anhingigkeit des Behandlungstages siche
Abbildung 9 - 11.
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Abbildung 9: Anteil der HRPA in Abhiingigkeit des Behandlungstages.
Fiir die Gruppe ,,gesamt” (N=100) ist fiir alle HRPA dokumentiert, an welchem

Behandlungstag die Reaktion aufgetreten ist. Die Hohe des Balkens insgesamt (also
grauer und schwarzer Anteil) zeigt den Anteil aller HRPA in Prozent an den einzelnen
Behandlungstagen. Die Hohe aller Balken addieren sich entsprechend zu 100%.

Der schwarze Teil des Balkens stellt dabei den Anteil der HRPA dar, der non-immediate,
also spdter als eine Stunde nach Gabe des Antibiotikums, zu beobachten war. Der graue
Teil des Balkens stellt entsprechend den Anteil der HRPA dar, der immediate, also bei

Gabe des Antibiotikums bzw. innerhalb einer Stunde nach Gabe, zu beobachten war.
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Abbildung 10: Anteil der schweren HRPA in Abhéingigkeit des Behandlungstages.
Fiir die Gruppe ,,gesamt” (N=100) ist fiir nur die schweren HRPA dokumentiert, an

welchem Behandlungstag die Reaktion aufgetreten ist. Die Hohe des Balkens insgesamt
(also grauer und schwarzer Anteil) zeigt den Anteil aller schweren HRPA an den
einzelnen Behandlungstagen. Die Hohe aller Balken addieren sich entsprechend zu 100%.
Der schwarze Teil des Balkens stellt dabei den Anteil der schweren HRPA dar, der non-
immediate, also spdter als eine Stunde nach Gabe des Antibiotikums, zu beobachten war.
Der graue Teil des Balkens stellt entsprechend den Anteil der schweren HRPA dar, der
immediate, also bei Gabe des Antibiotikums bzw. innerhalb einer Stunde nach Gabe, zu
beobachten war. Definition schwere HRPA: Beteiligung von bronchopulmonalem

und/oder kardiovaskuldrem System.
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Abbildung 11: Anteil der anaphylaktischen HRPA in Abhiingigkeit des Behandlungstages
Fiir die Gruppe ,,gesamt* (N=100) ist fiir die anaphylaktischen HRPA dokumentiert, an

welchem Behandlungstag die Reaktion aufgetreten ist. Die Hohe des grauen Balkens zeigt
den Anteil aller anaphylaktischen HRPA an den einzelnen Behandlungstagen. Die Hohe
der Balken addieren sich entsprechend zu 100%. Zur Definition einer anaphylaktischen
HRPA wurden die Kriterien der WAO herangezogen. (Simons et al. 2011).

4.1.6. Risikofaktoren fiir HRPA

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse zu Risikofaktoren der HRPA basieren auf der
Auswertung der Gruppe “Lebenslang” (N=50). In einer univariaten Analyse wurden
folgende Risikofaktoren fiir HRPA als signifikant identifiziert: reduzierte FEV1, lange
Dauer der PA-Besiedlung und die Anzahl der Jahre mit intravendsen antibiotischen
Behandlungen. Im Gegensatz dazu waren der AF508 Genotyp, das Geschlecht und Marker
der Atopie, wie zum Beispiel ein Standard-IgE-Screeningtest fiir Aeroallergene und die
Gesamt IgE Konzentration im Serum keine signifikanten Risikofaktoren. Die Anzahl von

antibiotischen Behandlungskursen und dichotomer Variablen wie “kleiner 20
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Behandlungskurse” unterschieden sich nicht signifikant zwischen Patientengruppen mit
und ohne HRPA. Fiir die Analyse von allen HRPA in einem multivariaten
Regressionsmodell zeigten sich keine signifikanten Risikofaktoren aufler der Variablen
Dauer der PA-Besiedlung (siche Tabelle 7).

Fiir die Analyse von schweren HRPA zeigten sich ausgeprégtere Ergebnisse. Folgende
Faktoren waren signifikante Priadiktoren fiir HRPA: Weibliches Geschlecht, reduzierte
FEV1 und lange Dauer der PA-Besiedlung. Die Hinzunahme der Variablen “Anzahl der
antibiotischen Behandlungskurse” verbesserte die Schétzung nicht. In Tabelle 7 sind die
Ergebnisse der beiden logistischen Regressionsanalysen fiir das Risiko, HRPA oder
schwere HRPA zu entwickeln, dargestellt.

Tabelle 7: Risikofaktoren der HRPA: Regressionsergebnisse

Variable p-Wert p-Wert
alle HRPA nur schwere HRPA

Dauer der PA- 0,0399 0,0324

Besiedlung (Jahre)

reduzierte 0,5947 0,0259

FEV1

Weibliches 0,1023 0,0375

Geschlecht

Steigendes Alter 0,2848 0,3376

(stetige Variable)

Anzahl Jahre 0,9130 0,7301

Antibiotischer Behandlung

Anzahl 0,4621 0,4801
Behandlungskurse

Allergie 0,6791 0,7501
Screen +

Dargestellt ist fiir die Gruppe ,,lebenslang* (N=50) die p-Werte der logistischen
Regression zur Identifikation der Risikofaktoren fiir das Auftreten einer HRPA bzw.
einer schweren HRPA. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt. Allergie screen +

= Standard IgE-Screeningtests fiir Aeroallergene positiv.
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4.1.7. Kumulative Dosis als Risikofaktor fiir HRPA

Die dargestellten Ergebnisse basieren auf der Auswertung der Gruppe “Lebenslang”
(N=50). Es wurde sowohl die Lebenszeitdosis als auch die kumulative Dosis pro
Zeiteinheit als Risikofaktor fiir HRPA untersucht. Die Lebenszeitdosis wurde dabei
definiert als insgesamt dokumentierte Menge des verabreichten Antibiotikums. Die
kumulative Dosis pro Zeiteinheit hingegen mal} fiir Patienten mit HRPA die Dosis pro
Jahr bis zur ersten Reaktion gegeniiber dem spezifischen Antibiotikum. Bei Patienten
ohne HRPA maf die kumulative Dosis pro Jahr die Menge pro Jahr, die bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums verabreicht wurde.

Die Ergebnisse der Beobachtungsstudie zeigten, dass sich Patienten mit und ohne HRPA
nicht signifikant hinsichtlich der Lebenszeitdosis der beiden am héufigsten verabreichten
antipseudomonalen Antibiotika Ceftazidim und Piperacillin/Tazobactam unterschieden.
Die kumulative Dosis pro Zeiteinheit der einzelnen Antibiotika war jedoch signifikant
hoher bei den von HRPA betroffenen Patienten, als bei Patienten ohne HRPA. Tabelle 8
stellt die Ergebnisse zur kumulativen Dosis pro Jahr und die Lebenszeitdosis als

Risikofaktoren dar.

Tabelle 8: Kumulative Dosis als Risikofaktor

Betroffene Lebens- p- Kumulierte P-
Patienten

Patienten* zeitdosis Wert Dosis /Jahr Wert

N=48 mit 876 106

Ceftazidim ohne 860 0,92 62 0,012

N=43 mit 366 235

Pip/ ohne 702 0,063 107 0,011

Taz

Pip/Taz = Piperacillin/Tazobactam; mit: mit HRPA; ohne: ohne HRPA

Lebenszeitdosis: Angabe in g

Kumulierte Dosis/Jahr = Median der kumulierten Dosis pro Jahr bis zur ersten HRPA (bei Patienten

mit HRPA) bzw. bis zum Ende des Beobachtungszeitraum (bei Patienten ohne HRPA), Angabe in Gramm

* analysiert wurden die beiden absolut am meisten HRPA auslosenden antipseudomonalen Antibiotika
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4.1.8. Auftreten von HRPA in Bezug auf den Beginn der
antibiotischen Behandlung

Die dargestellten Ergebnisse basieren auf der Auswertung der Gruppe “Lebenslang”
(N=50). Das Durchschnittsalter der Patienten zu Beginn der intravendsen Behandlung mit
Antibiotika war 12,9 Jahre (Standardabweichung 11,6) (siehe Abbildung 13). Fiir die
Subgruppe der Patienten mit mindestens einer HRPA (N=31) war das Durchschnittsalter
zu Beginn der Behandlung ebenfalls 12,9 Jahre (Standardabweichung 10,3). Die
durchschnittliche Dauer von Beginn der ersten intravendsen Antibiotikaexposition bis zur
ersten Reaktion waren 8,4 Jahre (Standardabweichung 5,6), siche dazu Abbildung 12.

Fiir Patienten mit zwei oder mehr HRPA lag das Durchschnittsalter bei der ersten
Reaktion bei 13,7 Jahre (Standardabweichung 8,2). Die Dauer vom Beginn der
intravendsen Antibiotikaexposition bis zur ersten Reaktion lag durchschnittlich bei 7,1
Jahren (Standardabweichung 5,1). Im Durchschnitt lagen zwischen der ersten und zweiten
Reaktion 2,2 Jahre (Standardabweichung 2,7). Die Zeit von Beginn der
Antibiotikaexposition bis zur ersten Reaktion war signifikant kleiner (p<0,001) als die

Zeit zwischen der ersten und zweiten Reaktion.
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Abbildung 12: Verteilung der Dauer von Beginn der iv Antibiotikabehandlung bis zu ersten HRPA
In Abbildung 12 wird die Verteilung der Dauer in Jahren von der ersten parenteralen

Behandlung bis zur ersten HRPA dargestellt. So haben 20 Jahre nach Beginn der
parenteralen Antibiotikabehandlungen 30% aller Patienten mindestens eine HRPA gehabt
und 30 Jahre nach Beginn 50% der Patienten.
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Abbildung 13: Altersverteilung zu Beginn der iv Antibiotikabehandlung
Abbildung 13 zeigt die Verteilung des Alters bei welchem mit der parenteralen

Antibiotikabehandlung begonnen wurde. So waren beispielsweise 5% der Patienten bei

Beginn der Behandlung 10 Jahre oder jiinger und ca. 30% der Patienten 18 Jahre oder

Jiinger.

4.1.9. Therapeutische Strategien bei HRPA

Von den 3205 ausgewerteten Behandlungskursen wurden bei 34 Fillen entweder
vorbeugende Medikamente in Form von Antihistaminika und/oder Corticosteroiden
(N=20) gegeben oder Schnelldesensibilisierungen (N=14) (Legere et al. 2009)
angewendet. Hiermit sollte das Risiko fiir erneute HRPA bei anamnestisch bereits
vorliegenden HRPA gesenkt werden. Insgesamt fiihrten neun von 34 Behandlungen
erneut zu Reaktionen. Vier von den vorbeugenden Medikamentengaben und fiinf von den

durchgefiihrten Schnelldesensibilisierung fiihrten zu erneuten HRPA.

60



Ergebnisse Pilotstudie

4.2. Pilotstudie

4.2.1. BAT

Insgesamt konnten bei fiinfzehn Personen, davon dreizehn Patienten mit Mukoviszidose
und anamnestisch bekannten HRPA sowie bei zwei Probanden BATs durchgefiihrt
werden. Die Messungen wurden pro Person fiir diejenigen Medikamente durchgefiihrt, die
in der Beobachtungsstudie zu HRPA fiihrten. Pro Person wurden am Flowcytometer zwei
Positiv- und eine Negativkontrolle gemessen. Dariiber hinaus wurden pro Person und
Medikament sechs Messungen in verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt. Die
Durchfiihrung der BATs ergab drei positiv gewertete Befunde, d.h. es wurden
Aktivitatsindizes grofer gleich 2,5 gemessen. Positive Befunde wurden bei Patient 6 (Al
3,1) und Patient 8 (Al 2,7), jeweils bei der Messung mit Piperacillin/Tazobactam
gefunden. Angegeben wurden jeweils der maximale Al fiir die Verdiinnungsreihe. Bei
einer nicht-CF Probandin mit der klinischen Anamnese einer anaphylaktischen Reaktion
gegen Cefuroxim sah man einen maximalen Aktivierungsindex von 12,5 im Vergleich zur
Negativkontrolle. Diese starke Aktivierung konnte bereits in einer 10>-fachen
Verdiinnung der empfohlenen therapeutischen Serumkonzentration beobachtet werden.

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Basophilenaktivierungstests dargestellt.
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Tabelle 9: Ergebnisse der Basophilenaktivierungstests

DHCF Nummer Medikament BAT (Aktivierungsindex)
Proband 1 Cefuroxim (0,5)
Proband 2 Unacid (0,3) Cefuroxim 12,5
Patient 1 o Piperacillin/
Ceftazidim (0,4) Meropenem (1,0) | Sulbactam (2,2)
Tazobactam (0,9)
Patient 2 Piperacillin/
Sulbactam (1,0)
Tazobactam (1,3)
Patient 3 Piperacillin/ ]
Unacid (0,8)
Tazobactam (2,1)
Patient 4 Caspofungin (0,8) | Ceftazidim (0,6)
Patient 5 Piperacillin/
Ceftazidim (0,8) | Cefuroxim (0,9) | Cefepim (0,6)
Tazobactam (0,8)
Patient 6 Piperacillin/
Colistin (1,9) | Tobramycin (1,3) Tazobactam
3,1
Patient 7 Piperacillin/ o )
Ceftazidim (1,5) | Cefepim (1,8) | Aztreonam (2,3)
Tazobactam (1,5)
Patient 8 Piperacillin/
Ceftazidim (1,2) | Meropenem (2,0) | Cefepim (1,3) Tazobactam
2,7
Patient 9 NA
Patient 10 Colistin (1,7) Ceftazidim (1,3)
Patient 11 Piperacillin/
Ceftazidim (1,0) | Cefepim (1,5)
Tazobactam (2,0)
Patient 12 Piperacillin/
Cefepim (0,3)
Tazobactam (0,5)
Patient 13 Piperacillin/

Tazobactam (0,7)

Die Tabelle 9 stellt fiir jeden Patienten/Probanden die Ergebnisse der durchgefiihrten BATs

dar. In der Spalte ,, Medikament werden die pro Patient/Proband verwendeten Medikamente

aufgezdhlt. Der Wert in Klammern gibt den hochsten Aktivierungsindex (Al) je Medikament an.

Positiv gewertete Befunde (Al > 2,5) werden fett dargestellt.
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Abbildung 14: Beispiel eines positiven BAT
Aktivierung von 34% der basophilen Granulozyten nach Inkubation mit Cefuroxim in

107-facher Konzentration der therapeutischen Serumkonzentration.
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4.2.2. LTT

Die LLTs wurden bei dreizehn Patienten mit Mukoviszidose durchgefiihrt. Wiederum

wurde fiir diejenigen Medikamente getestet, fiir die die Patienten in der

Beobachtungsstudie HRPA aufwiesen. Die LTTs produzierten mit insgesamt sieben

signifikanten Proliferationen deutlich mehr positive bzw. grenzwertige Befunde

(Stimulationsindex > 2 grenzwertig; > 3 positiv ) als der BAT.

In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der Lymphozytentransformationstests dargestellt.

Tabelle 10: Ergebnisse der Lymphozythentransformationstests

DHCF Medikament

Nummer (Stimulationsindex-Mittelwert)
. Piperacillin/ o

Patient 1 Tazobactam (1,1 Ceftazidim (0,7) Meropenem (1,0) Sulbactam (8,7)

Patient 2 NA NA
. Piperacillin/ .

Patient 3 Tazobactam (0.8) Unacid (1,4)

Patient 4 Caspofungin (0,8) | Ceftazidim (1,1)

Patient 5 Piperacillin/ Ceftazidim (0,6) | Cefuroxim (0,5) Cefepim (0,8)

Tazobactam (0,4) ’ ’ ’

. Piperacillin/ . .

Patient 6 Tazobactam (1,3) Colistin (1,0) Tobramycin (1,1)
. Piperacillin/ 1 .

Patient 7 Tazobactam (1,0) Ceftazidim (1,2) Aztreonam (1,8) Cefepim (3,0)
. - Piperacillin/ .

Patient 8 Meropenem (1,3) | Ceftazidim (2,1) Tazobactam (76,6) Cefepim (10,5)

Patient 9 NA

Patient 10 Colistin (1,6) Ceftazidim (1,1)

Patient 11 Cefepime (19) | Ceftazidim (1.2) Piperacillin/

P ’ ’ Tazobactam (2,2)

. Piperacillin/ .

Patient 12 Tazobactam (1,1 Cefepime (2,4)
. Piperacillin/

Patient 13 Tazobactam (1,0)

*S1 = Stimulationsindex
Die Tabelle 10 stellt fiir jeden Patienten/Probanden die Ergebnisse der durchgefiihrten LTTs
dar. In der Spalte ,, Medikament“ werden die pro Patient/Proband verwendeten Medikamente
aufgezdhlt. In Klammern steht der hochste mittlere SI des LTTs der Verdiinnungen des

Jjeweiligen Medikaments. Positive und grenzwertige Befunde (SI >2) werden fett dargestellt.
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5. Diskussion

5.1. Beobachtungsstudie

5.1.1. Uberblick

Uberempfindlichkeitsreaktionen auf parenteral verabreichte Antibiotika (HRPA) bei
Patienten mit Mukoviszidose (CF) sind aus klinischer Perspektive hoch relevant.
Patienten mit fortgeschrittener CF und dem dringenden Bedarf an wiederholten
intravendsen antibiotischen Behandlungen leiden am hiufigsten unter HRPA. Dies hat
regelméfBig Unterbrechungen oder Verdnderungen der antiinfektiven Therapie zur Folge,
so dass die Behandlungen insuffizient sein konnen. HRPA scheinen bei Patienten mit
Mukoviszidose haufiger als in der Gesamtbevolkerung zu sein (Torres & Blanca 2010). In
der beobachteten Patientengruppe lag die Priavalenz von mindestens einer HRPA bei 60%
und damit hoher als in fritheren Studien zu Mukoviszidose, bei denen die
Uberempfindlichkeit auf Antibiotika untersucht wurde: 29% bei Pleasants et al. (Pleasants
et al. 1994), 33 % bei Wills et al. (Wills et al. 1998), 36% bei Burrows et al. (Burrows et
al. 2007). Koch et al. (Koch et al. 1991) zeigten mit 61% eine dhnlich hohe Prévalenz wie
in der vorliegenden Studie. Beim Vergleich der aufgefiihrten Studien mit der vorliegenden
sollte beriicksichtigt werden, dass sich die Einschlusskriterien und die Definition von
HRPA deutlich unterscheiden und Vergleiche damit nur eingeschriankt mdglich sind.
Trotz dieser Einschrinkung hatten unsere Patienten im direkten Vergleich mit der Studie
von Koch et al. fast zweimal so viele Reaktionen pro Kopf (3,1 vs. 1,7). Beriicksichtigt
man, dass die Studie von Koch et al. aus dem Jahr 1991 stammt, unterstreicht dies die
Aussage, dass HRPA ein zunehmendes Problem in der Behandlung von fortgeschrittener

CF darstellen.

5.1.2. Zeitlicher Verlauf der HRPA

In der vorliegenden Studie traten 81% aller HRPA, 84% der schweren und 80% der
anaphylaktischen HRPA wihrend der ersten vier Tage des Behandlungskurses auf. Diese
Resultate sind wichtig fiir ambulante parenterale Antibiotikabehandlungen der Patienten.
Die stationdre Aufnahme zu Beginn der antibiotischen Behandlung bei gefihrdeten
Patienten konnte die Sicherheit der Behandlungen steigern, da Reaktionen héufig

sofortige Behandlung erfordern.
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Der gro3e Anteil von HRPA am ersten Tag der Behandlung wéhrend der Infusion bzw.

bis einer Stunde nach Infusion kdénnte einen signifikanten Anteil von IgE bedingten

Reaktionen suggerieren. Auch in der vorliegenden Studie waren, wie bereits in der

Vergangenheit verdffentlicht (Wills et al. 1998; Koch et al. 1991; Burrows et al. 2007;

Pleasants et al. 1994), Hautsymptome, wie Urtikaria und Juckreiz am haufigsten, die nach

allergologischem Verstindnis am ehesten zu den IgE-vermittelten Reaktionen zdhlen. Die

negativen BATs unserer Pilotstudie und die Erfahrung, dass Hauttests eine niedrige

Sensitivitit fiir die Diagnostik von HRPA bei Patienten mit CF im Gegensatz zu Patienten

mit Betalactamallergie ohne CF haben (Whitaker et al. 2012) steht allerdings im

Gegensatz dazu. Nach Einschitzung des Autors ist es auch moglich, dass IgE vermittelte

Allergien eine untergeordnete Rolle bei dem Phdnomen darstellen. Fiir das Auftreten von

HRPA und fiir das grofle Spektrum von Symptomen mit unterschiedlichen Zeitpunkten

des Auftretens konnen auch andere immunologische oder nicht-immunologische

Mechanismen verantwortlich sein. Einer dieser nicht-immunologischen Mechanismen

konnte die direkte Freisetzung von Histaminen - auch Pseudoallergie genannt - sein

(Bircher 1999). Diese wurde vor allem fiir Vancomycin (“red-man-syndrom’) und

Ciprofloxacin beschrieben. Ein weiteres héufiges Symptom war Medikamentenfieber

(“drug-fever”). Medikamentenfieber hatte in der vorliegenden Studie einen Anteil von

10% an allen Reaktionen und eine Tendenz spit im Laufe der Behandlungskurse

aufzutreten (Wills et al. 1998; Pleasants et al. 1994; Burrows et al. 2007; Koch et al.

1991). Spdt in den Behandlungskursen traten deutlich weniger Reaktionen auf, diese

allerdings mit einer groBBeren Variabilitit von Symptomen im Sinne von zelluldren, spéten

Uberempfindlichkeitsreaktionen (Romano et al. 2004; Pichler 2003; Whitaker et al. 2012).

Die Beobachtung dieser Studie und bisherige Forschungsergebnisse lassen folgende

Uberlegungen zu:

1. Zelluldr vermittelte allergische Reaktionen konnten eine deutlich groBere Rolle spielen
als IgE-vermittelte Reaktionen.

2. Ein Teil der HRPA tritt moglicherweise aufgrund von unspezifischen
Nebenwirkungen auf und nicht durch spezifische immunologische Mechanismen mit
dem Risiko des Wiederauftretens.

Die Beobachtung, dass die Zeit von der ersten bis zur zweiten Reaktion signifikant kiirzer

war als die Zeit von Beginn der Behandlung bis zur ersten Reaktion wurde in der

Vergangenheit auch fiir Uberempfindlichkeitsreaktion gegeniiber Penicillin in der
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Allgemeinbevolkerung beschrieben (Sogn 1986). Somit war in der beobachteten Kohorte
die erste HRPA ein Risikofaktor fiir eine weitere HRPA. Die Abbildung 12 und die
Abbildung 13 beschreiben die Altersverteilung zu Beginn der parenteralen
Antibiotikabehandlungen und die Verteilung der Zeit von Beginn der parenteralen
Antibiotikabehandlungen bis zur ersten HRPA. Das immer hoher werdende Alter zu
Beginn der parenteralen Antibiotikatherapien und die ,,Vorlaufzeit® bis zur ersten
Reaktion erkldrt, warum Kinder und Jugendliche mit milden und normalen

Krankheitsverlaufen kaum von HRPA betroffen sind.

5.1.3. Risiko der Antibiotika fiir HRPA

Wie im Ergebnisteil beschrieben, wurde unter den antipseudomonalen Antibiotika ein
moderates Risiko fiir das Auftreten von HRPA fiir Ceftazidim und ein héheres Risiko fiir
Piperacillin/Tazobactam und  Cefepim  beobachtet. Fiir = Aztreonam  wurde
bemerkenswerterweise ein fast genauso hohes Risiko fiir das Auftreten von HRPA wie fiir
Piperacillin/Tazobactam beobachtet. Aztreonam hatte zusétzlich das hochste Risiko fiir
das Auftreten von schweren HRPA, da fast 6% aller Behandlungskurse mit Aztreonam zu
schweren HRPA fiihrten. Dieses Ergebnis war unerwartet und steht im Gegensatz zu
vorherigen Studien (Burrows et al. 2007; Koch et al. 1991; Jensen et al. 1987).
Erwédhnenswert ist auch, dass alle Patienten, die HRPA aufgrund Aztreonam erlitten,
vorher auch HRPA gegeniiber Ceftazidim aufwiesen (Pérez Pimiento et al. 1998). Diese
Beobachtung konnte mit einer identischen Seitenkettenstruktur der Molekiile beider

Substanzen erklédrt werden (Parmar 2005).

5.1.4. Risikofaktoren fiir HRPA

Beziiglich von Risikofaktoren fiir HRPA konnte die vorliegende Studie teilweise bisherige
Studienergebnisse bestitigen (Burrows et al. 2007; Parmar 2005). In diesen - wie auch in
der vorliegenden Studie - wurde gezeigt, dass der AF508 Genotyp und Marker fiir Atopie
keinen signifikanten Einfluss auf die Entstehung von HRPA hatten. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Burrows et al. und Koch et al. (Burrows et al. 2007; Koch et al. 1991)
konnte anhand der vorliegenden Datengrundlage weder das Alter der Patienten noch die
Anzahl der antibiotischen Behandlungskurse als signifikanter Risikofaktor fiir das
Auftreten von HRPA identifiziert werden. Es wurde hingegen gezeigt, dass die Dauer der
PA-Besiedlung ein signifikanter Pradiktor fiir das Auftreten von HRPA war. In der

weiteren Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die Dauer der PA-Besiedlung,
67



Diskussion Beobachtungsstudie

weibliches Geschlecht und niedriges FEV1 Risikofaktoren fiir das Auftreten schwerer
HRPA sind. Allerdings besteht die Moglichkeit, dass FEV1 und Jahre mit PA-Besiedlung
beide die Last der antibiotischen Behandlung pro Zeiteinheit teilweise abbilden. Das
weibliche Geschlecht als Risikofaktor konnte durch das “Gender-Gap”-Phdanomen (Davis
1999; Chotirmall et al. 2010) zu erkldren sein: Da die Erkrankung bei Frauen schneller
voranschreitet, ist es wahrscheinlich, dass sie auch eine hohere Exposition gegeniiber
intravendsen Antibiotika haben.

Im Gegensatz zu der Publikation von Burrows et al. (Burrows et al. 2007) zeigten sich in
der vorliegenden Studie weder die komplette Anzahl der Behandlungskurse noch die
Lebenszeitdosis spezifischer Antibiotika als signifikante EinflussgroB3e auf das Risiko von
Auftreten von HRPA. Dennoch zeigte eine Analyse der kumulativen Dosen spezifischer
Antibiotika tliber die Expositionszeit bis zur ersten Reaktion bei Patienten mit HRPA bzw.
bis zum Ende der Beobachtung bei Patienten ohne HRPA signifikante Ergebnisse: Fiir die
beiden am  hiufigsten dokumentierten  Antibiotika (Ceftazidim  und
Piperacillin/Tazobactam) war die kumulative Dosis des Antibiotikums pro Zeiteinheit
signifikant hoher unter den Patienten, die auf dieses Medikament reagierten, als bei den
Patienten, die bis zum Ende des Beobachtungszeitraums nicht auf das Antibiotikum
reagierten. Der Fokus wurde auf die kumulative Dosis anstatt auf die Anzahl der
Behandlungskurse gelegt, weil die Behandlungskurse sich sehr in Lange und téglicher
Dosis unterscheiden konnen. Unsere Erkenntnisse konnten im Einklang mit einem in der
Vergangenheit gemachten Hinweis stehen (Ramesh 2002). Hier wird formuliert, dass die
wiederholte spezifische Exposition mit intravendsen Antibiotika das Risiko fiir HRPA
steigern konnte. Die vorliegenden Ergebnisse suggerieren, dass HRPA durch eine

spezifische, von der kumulativen Dosis abhidngige, Sensibilisierung auftreten.

5.1.5.  Stirken und Schwichen der Beobachtungsstudie

Folgende Stirken und Schwiéchen der Beobachtungsstudie sollten berticksichtigt werden:
Wir konnten komplette Datensitze iiber die gesamte Lebenszeit von 50 Patienten {iiber
intravendse Antibiotikaexposition und HRPA aufzeichnen. Diese 50 Patienten wurden
von Geburt an ausschlieBlich in unserem Zentrum behandelt, was Follow-up Perioden von
bis zu 25 Jahren bei einzelnen Patienten ermdglicht hat. Es ist nicht moglich,
vergleichbare Daten iiber Antibiotikaexposition in einer prospektiven klinischen Studie zu

gewinnen.
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Zusitzlich wurden alle von den Patienten berichteten HRPA in den medizinischen Akten
verifiziert. Bei den Patienten ohne lebenslange Dokumentation in unserem Zentrum
mussten wir auf Interviewdaten vertrauen, um vorherige (nicht dokumentierte)
Antibiotikaexposition und HRPA =zu erfassen. Bei diesen Patienten konnte ein
sogenannter Recall-Bias ein ernstzunehmendes Problem sein. Um diesem Problem zu
begegnen, wurde die Studienpopulation in Anlehnung an die Vollstdndigkeit der Daten in
den medizinischen Akten klassifiziert. Die Lebenszeitexposition gegeniiber intravendsen
Antibiotika wurde demnach auch nur fiir Patienten mit vollstindiger, lebenslanger
Dokumentation ausgewertet. Dies fiihrte allerdings fiir die Auswertung der lebenslangen
Antibiotikaexposition zu einer Halbierung der Stichprobe. Aus diesem Grund wurden fiir
die Berechnung der kumulativen Dosis pro Zeiteinheit flir spezifische Antibiotika als
Risikofaktor nur fiir Ceftazidim und Piperacillin/Tazobactam hinreichend grof3e
Stichproben fiir die Auswertung erreicht.

Aufgrund von heutzutage immer geslinderen péddiatrischen Patienten mit CF und
dementsprechend auch weniger intravendsen antibiotischen Behandlungen, konnten nur
acht Patienten unter 18 Jahre in die Beobachtungsstudie eingeschlossen werden.

In der vorliegenden Studie zeigte sich HRPA als ein diffuses klinisches Phdnomen, mit
einem breiten Spektrum von Symptomen und einer Reihe von moglicherweise
zugrundeliegenden Mechanismen. Mit der Schwierigkeit konfrontiert, zwischen
Uberempfindlichkeitsreaktionen und unspezifischen Nebenwirkungen zu unterscheiden,
wurde entschieden, zunéchst alle Symptome zu erheben, die dazu fiihrten, dass ein Patient
als iberempfindlich gegeniiber einem Antibiotikum bezeichnet wurde. Die Mehrzahl der
beobachteten Symptome ist allerdings in den “WAOQO guidelines for anaphylaxis”
aufgelistet (Simons et al. 2011). Dementsprechend wurde in Kauf genommen, dass
unspezifische Nebenwirkungen unter Umstdnden mit erhoben wurden. Dies muss als
Einschrinkung der vorliegenden Studie gewertet werden, da somit moglicherweise die
Haufigkeit von HRPA iiberschétzt wird. Andererseits kann dies auch als Stdrke bezeichnet

werden, da die Daten ohne vorherige Selektion ergebnisoffen gesammelt wurden.
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5.2. Pilotstudie

5.2.1. BAT als diagnostisches Verfahren bei Uberempfindlichkeit
gegen parenterale Antibiotika

Ziele der Pilotstudie waren einerseits, die Testverfahren BAT und LTT fiir den Einsatz
mit Medikamenten bzw. Antibiotika in unserem Labor erstmalig zu etablieren und
andererseits, die diagnostische Wertigkeit der Tests filir Patienten mit CF, die unter HRPA
gegen multiple Antibiotika leiden, zu untersuchen. Die Etablierung der Verfahren wurde
erfolgreich durchgefiihrt. Wie im Ergebnisteil beschrieben, konnten wir mittels BAT eine
IgE vermittelte Allergie vom Soforttyp gegen Cefuroxim bei einer Probandin, die nicht an
CF leidet, eindeutig nachweisen. Weiter konnten wir bei zwei von dreizehn Patienten, die
anamnestisch HRPA erlitten hatten, einen positiven Aktivierungsindex fiir Basophile
nachweisen. Aufgrund der kleinen Stichprobe und in der Pilotstudie nicht eliminierten
Storfaktoren wie z.B. Therapie mit Glucocorticoiden bzw. Antihistaminika im Rahmen
einer pulmonalen Exazerbation und aufgrund der Tatsache, dass die Blutentnahmen nicht
zu einem standardisiertem Zeitpunkt wahrend der Antibiotikatherapien stattfanden, lassen
sich nach gegenwirtigen Untersuchungsstand noch keine eindeutigen Schliisse ziehen. In
Erwédgung zu ziehende Interpretationen fiir die Tatsache, dass nur bei zwei von dreizehn
Patienten jeweils ein positiver Befund festgestellt werden konnte, konnte einerseits ein
geringer Anteil an IgE vermittelten allergischen Reaktionen vom Soforttyp sein. Dies
steht allerdings im Gegensatz zu den am héufigsten in der Beobachtungsstudie
dokumentierten Symptomen wie Juckreiz, Exanthem und Urticaria. Eine weitere mogliche
Interpretation konnte sein, dass der verwendete BAT fiir diese Fragestellung nicht
ausreichend sensitiv ist.

Um diese wichtige Frage zu kldren, bedarf es einer Studie mit einer deutlich hoheren
Fallzahl, ggf. multizentrisch aufgebaut. Zusédtzlich sollten die oben genannten

Storfaktoren minimiert werden.

5.2.2. LTT als diagnostisches Verfahren bei Uberempfindlichkeit
gegen parenterale Antibiotika

Die Ergebnisse der LTT Untersuchungen fiihrten zu positiven Stimulationsindizes fiir
sieben Medikamente bei fiinf von 13 Patienten und deckten sich im Wesentlichen mit den

klinischen Erkenntnissen aus der Beobachtungsstudie. Dieses Ergebnis ist gut vereinbar
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mit diversen Publikationen (Whitaker et al. 2012; Jenkins et al. 2013; El-Ghaiesh et al.
2012), die wihrend und nach Durchfiihrung unserer Studie verdffentlicht wurden.
Offensichtlich tragen antibiotikaspezifische T-Zellen zu der Entstehung von HRPA bei.
Auch fiir die LTT lésst sich aus unseren Daten aufgrund der geringen Stichprobe und des
moglichen Einflusses von Storfaktoren keine Aussage iiber Sensitivitit und
diagnostischen Nutzen treffen. Es bedarf auch hier einer Studie mit einer deutlich héheren
Fallzahl, ggf. multizentrisch aufgebaut, mit minimierten Storfaktoren.

Der Autor ist der Ansicht, dass diese Ergebnisse die diagnostischen Moglichkeiten der
beiden zelluldren Allergietestmethoden fiir diese Indikation noch nicht im vollen Ausmaf}
wiedergeben, da wie bereits erwdhnt zum Teil mehrere Storfaktoren wihrend der
Pilotstudie, wie die Einnahme von Steroiden bzw. von Antihistaminika oder
Behandlungen pulmonaler Exazerbationen mit anderen parenteralen Antibiotika zum
Zeitpunkt der Blutentnahme vorlagen. Dies lief3 sich nicht verhindern, da die Patienten in
der Regel zum Zeitpunkt einer klinischen Exazerbation rekrutiert wurden und somit die
klinische Symptomverbesserung und nicht die Studienteilnahme, im Vordergrund der

Behandlung standen.

5.3. Ausblick

Zusammenfassend ist das héufige Auftreten von HRPA, wie in der vorliegenden
Beobachtungsstudie gezeigt, ein ernstzunehmendes Problem, insbesondere vor dem
Hintergrund der daraus resultierenden Einschrinkungen der antibiotischen Behandlung
von zukiinftigen Exazerbationen durch multiresistente gram-negative Bakterien (Ren et al.
2012). Eine aus den vorliegenden Ergebnissen mdglicherweise resultierende Strategie fiir
die Vorbeugung von HRPA, die allerdings der Bestitigung durch weitere Studien bedarf,
wire eine Rotation der antipseudomonalen Wirkstoffe, anstatt einer Wiederholung der
gleichen Behandlungsregimes, die in der Vergangenheit gut toleriert wurden, um so die
spezifische kumulative Dosis pro Zeiteinheit und Antibiotikum zu reduzieren. Dies wére
selbstverstindlich nur unter Beriicksichtigung der mikrobiologischen Gegebenheit
durchfiihrbar. Als eine weitere klinische Lodsungsstrategie wurden mehrere
Desensibilisierungsprotokolle als effektiv publiziert (Whitaker et al. 2011; Burrows et al.
2003; Legere et al. 2009). In der vorliegenden Studie waren allerdings nur 65% (9 von 14)

der durchgefiihrten Desensibilisierungen erfolgreich.
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Um Uberdiagnosen von HRPA zu reduzieren, sollten diagnostische Algorithmen, die sich
einerseits einfach durchfiihren lassen und andererseits keine Gefahrdung fiir den Patienten
darstellen, fiir die tigliche klinische Routine entwickelt werden. In den letzten Jahren sind
mehrere interessante Arbeiten zum Thema ,antibiotikaspezifische Lymphozyten* bei
Patienten mit Mukoviszidose publiziert worden (Jenkins et al. 2013, El-Ghaiesh et al.
2012, Whitaker et al. 2011, Elsheikh et al. 2011). Die Pilotstudie dieser Arbeit konnte
leider nur mit einer geringen Fallzahl durchgefiihrt werden, dennoch zeigt die Studie, dass
sich zumindest ein Teil der fir HRPA verantwortlichen Mechanismen mit dem LTT
darstellen 1dsst und demnach T-zelluldr bedingt sind. Der Autor ist der Ansicht, dass eine
weitere Erforschung der immunologischen Mechanismen von HRPA bei Patienten mit
Mukoviszidose, die sich auch mit Sofort- und Spitreaktionen und deren Diagnostik
befassen, notwendig ist. Fiir dieses Ziel wire eine grofer angelegte Studie mit zelluldren
Allergietestverfahren, ggf. auch unter Anwendung des Lymphozytenaktivierungstests
(LAT) anstatt des Lymphozytentransformationstests sinnvoll. Unter Anwendung des LAT
wiren Ergebnisse schon nach zwei Tagen anstatt nach sieben Tagen verfligbar. Zusitzlich
wire es sinnvoll, nach den Untersuchungen mit zelluldren Allergietests graduelle
Provokationen mit den Antibiotika, die jeweils HRPA auslosten und fortan nicht mehr
verabreicht wurden, durchzufiihren. Dies wire fiir Patienten indiziert, die im BAT/LTT
kein eindeutiges Anaphylaxie- bzw. Reaktionsrisiko gezeigt haben. Dies kdnnte einerseits
als diagnostische Provokation, ggf. doppelblind und placebokontrolliert, mit dem
beschuldigtem  Antibiotikum analog zu doppelblinden, placebokontrollierten
Nahrungsmittelprovokationen (Sampson et al. 2012), durchgefiihrt werden. Andererseits
wire auch im Rahmen von Exazerbationsbehandlungen eine Provokation mit einem
beschuldigten Antibiotikum denkbar. Bei einer Provokation in dieser Situation miisste auf
eine Testung gegen Placebo verzichtet werden. Denkbar wire ein einfach blinder
Vergleich von konventioneller Gabe des beschuldigten Antibiotikums mit der Gabe in
Form eines ,,Rush Hypo*“-Protokolls (Legere et al. 2009). Auf diesem Wege lieBen sich
Daten fiir klinische Schlussfolgerungen generieren, da die Informationen sowohl die
klinische Beobachtung als auch die immunologischen Untersuchungen beinhalten

wiirden.
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In der vorliegenden Studie wurde fiir Patienten mit Mukoviszidose nach Kenntnis des
Autoren erstmals gezeigt, dass bei Patienten mit Mukoviszidose die spezifische
kumulative Dosis pro Zeiteinheit einen starken Pridiktor fiir das Entwickeln von HRPA
darstellt. Aufgrund der limitierten Fallzahl bedarf diese Erkenntnis einer Bestdtigung

durch weitere Studien.
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7. Anhang

7.1. Fragebogen

Name, Vorname

Bisherige Zentren

Geburtsdatum

Identifikationsnummer

Geschlecht
FEV1
CFTR/ ED CF Mutationen: ED
Besiedlung 1. Keim: Seit wann?
2. Keim:
Allergie/ Atopie: SX1/ Heuschnupfen Aspergillen
ABPA Gesamt IgE
IV Antibiotika Seit wann?
Karenz: Welche?
Wie oft im Schnitt?
Details tiber die Kurse:
Reaktionen 1 (Datum/ Medikament/ Symptome/ Behandlung)

Ggf. Bereitschatft fiir
Informationen zur
klinischen Studie
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