Aus der Klinik fir Dermatologie und Allergologie
Geschéaftsfuhrender Direktor: Prof. Dr. M. Hertl
des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitat Marburg

Immunologische Pathomechanismen
bei Spattypallergie

auf Betalactamantibiotika

Inaugural-Dissertation zur Erlangung
des Doktorgrades der gesamten Humanmedizin
dem Fachbereich Medizin der Philipps-Universitat Marburg

vorgelegt von

Carolin Schéafer aus Bonn

Marburg, 2016



Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-Universitat Marburg
am: 21.03. 2016

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs.

Dekan: Prof. Dr. H. Schéafer

Referent: Prof. Dr. Wolfgang Pfutzner
Korreferent: Prof. Dr. S. Bauer



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Seite
ADKUFZUNGSVEFZEICANIS. ...ttt esbeeeeaneennes v
ADDIAUNGSVEIZEICANIS ... e VIl
TaDEIENVEIZEICNNIS: ... ettt reenne e IX
ZUSAMIMENTASSUNG ....c.veetieeieciee sttt te et e e e et e e esre e be e st e sseesreessesseesteesteaneesseeseanee e X
SUIMIMATY ..ot e bbb e e b e e ab e neanne s Xl
I 1] T (1 o OSSR 1
1.1 Allergische Erkrankungen .........c.coooiiiiiiiiiiiee e 1
I A 1 (=T o 1= 3011 OSSO OSORRSR 1
1.2.1 Typ-I-Reaktion (Soforttyp oder anaphylaktischer Reaktionstyp)............cccceeuenee. 2

1.2.2 Typ-I1-Reaktion (Antigen-Antikdrper-Interaktionstyp, zytotoxischer
T L0 1151 1Y/ ) RSOOSR 2
1.2.3 Typ-I11-Reaktion (IMmMuNKOMPIEXTYP) ....covviveiiiiiiiiiicieeeee e 3
1.2.4 Typ-1V-Reaktion (SPALLYP) ......covveiieiieiieie ettt 3
1.3 ArzneiMittelallergie ......ccveiiiieie et nra s 5
1.4 Epidemiologie allergischer ErKrankungen ...........cccooeiereninininieeieesie e 7
1.5 Pathophysiologie der Spattypallergie ..o, 11
1.6 BetalactamantiDiotiKa ..........cccoveieieiiieii i 12
1.7 Diagnostik der SPAttypreaktion ...........ccoceiiiiiiiieieie e 13
1.7.1 Orale Provokationstestung (OPT) .....ccouciiiiiiiieieseeeeee e 14
1.7.2 IMMUNNISTOCREMIE......eiiiiiie e 15
1.8 T-Lymphozyten im Zusammenhang einer Spéattypallergie ...........ccccocoviiiniinennn, 16
1.8.1 T-Helferzellen ........ccveeeeeeeee e e 16
1.8.2 Regulatorische T-Zellen........c.coveiiiiicce e 20
2 Ziele der Arbeit im Kontext der Typ IV-ReaKtion...........ccccooiiiiniiiieneneseeee 27
3 MALETIAL ...ttt et e e 28
3.1 PatientenNmMAaterial ..........coooeiieiiee e nneas 28
3.2 Losungen und Zusétze fir die Kultivierung humaner Zellen.............ccoovviiiiicnnn, 28
3.3 Zytokine und ProteiNantigeNe........ccueiiieiieiieccie et 28
3.4 BetalactamantiDIiOtiKa..........c.cooveiiiieiiee e 28
3.5 ChEMIKAIIEN.....c.iiieieceee e te e e e e s e e naeeneenneas 29
3.6 Puffer und KUIUIMEAIEN .......ocuiiiii e 29
3.7 Antikorper fir durchflusszytomertische AnalySen...........ccocveiieneneneneniseseeen 30



Inhaltsverzeichnis

Seite
3.8 Kommerzielle Tests fiir die serologische und zellulére Diagnostik..............ccccceevenen. 30
3.9 VerbrauChsmateriali@N...........coieiiiiiiie e 31
SLLOGRIEALE ...ttt R e nree s 31
S LA SOTWANE ...ttt bbbttt bbb bbbt 32
1V 1=3 4 g0 L= o OSSPSR 33
O e (1= 01 (=] USROS PO PPV PRORPRPPIN 33
4.2 KIiNISChe EVAIUALIONEN.........eiiiiieiie e 33
O R o 1 T Q1] S OSSPSR 34
4.2.2 INTrAKUTANTEST. ...t 35
4.2.3 EPIKULANTEST. .....coveieiiecieitest ettt 36
4.2.4 Orale ProvoKatioNSTESTUNG ........coviiieieieiesiesiesie et 37
4.3 ZellUIAre DIagNOSHIK .......ccveiiiiieeie ettt 38
4.3.1 Messung des spezifischen und Gesamt-IgE auf Betalactamantibiotikum .......... 38
4.3.2 Zellseparation mittels Dichtegradienten-Zentrifugation.............c.ccocevvvivnienenn. 38
4.3.3 Kryokonservierung und Auftauen der PBMC .........cccooo i, 40
4.3.4 DUIChTIUSSZYIOMELITE ...t 40
4.3.5 Frequenzanalyse von CD4"CD25'CD127"" regulatorischen T-Zellen mittels
DUrChfIUSSZYLOMELIIE ... e 41
4.3.6 Frequenzanalyse antigenspezifischer T-Zellen durch das enzyme-linked
immunospot (ELISPOT)-Verfahren.........ccocooeiieieiieceece e 42
4.3.7 Frequenzanalyse von Betalactam-spezifischen T-Zellen durch das ELISPOT-
Verfahren bei Allergikern und gesunden Kontrollen.............ccocvviiviiinienennn, 42
ErQEDNISSE ..o et anes 45
5.1 Resultate der allergologischen Testungen mit Betalactamantibiotika.......................... 45
5.2 Unterschiede humoraler Faktoren nach Betalactamexposition/- testung..................... 50
5.2.1 Bestimmung der Gesamt- und spezifischen Immunglobulin-E-Konzentration
in allen vier Probandengruppen .........ooeveeieieneeeeeee e 50
5.3 Veranderungen zelluldrer Faktoren nach Betalactamexposition/-testung.................... 50
5.3.1 Frequenzen Betalactam-spezifischer T-Zellpopulationen nach Stimulation mit
dem jeweiligen BetalactamantibiotiKum..............cccoceiiiieiiccie e, 50
5.3.2 Frequenzen von Amoxicillin-spezifischen T-Zellpopulationen bei Nicht-
allergischen Patienten unter Antibiotikatherapie............ccoceviniiiiiininieeen, 54
5.3.3 Proportionale Veranderungen der Betalaktam-spezifischen T-
ZellSUDPOPUIALIONEN ... 56
5.3.4 Der Einfluss von Betalactamantibiotika auf die Anzahl CD4*CD25*CD127""
regulatorischer T-Zellen im peripheren BIUE ..........ccoooiiiiiiiiniieenn 58



Inhaltsverzeichnis

Seite

B DESKUSSION ... ettt e ettt e e e et e e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e ea e eeeeeeeaanannens 60
6.1 Humorale VEeranderUngen ..........ooiiiiiiiiieieese et 61
6.2 T-Zellulare Veranderungen nach Betalactamstimulation..............cccccovevievicieiienenn, 62
6.2.1 Der Einfluss von Betalactamantibiotikum auf T-Helfer-Zellen ..........cccccvvee.... 62

6.2.2 RegulatorisChe T-Zellen.........cccooiiiiiiiiee e 65

8.3 FAZIt e e e e e e e e e e e e e —————————— 69

T LIEIATUINVEIZEICHINIS ..ottt e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e, 71
8 DANKSAGUING ....cueeuteteteite etttk e bbbt bbb n b bbbt 84
O LebenSIaUT ..o Fehler! Textmarke nicht definiert.
10 Ehrenwortliche Erklarung tber die selbststandige Anfertigung der Dissertation ..... 86
11 SCNTITEENVEIZEICNIS ..o ettt e e et e e e e e e e e e e, 87
12 Verzeichnis akademiSCher LENFer ....cooooveee oo 88



Abkurzungsverzeichnis

Abkulrzungsverzeichnis

ADD. .. Abbildung

ACK ..o, Ammoniumchlorid-Kaliumhydrogencarbonat

AEC ... Aminoethylcarbazol

APZ ..o, antigenprésentierende Zelle

BSA .. engl.: bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)

(0] 011V beispielsweise

PZW. (o beziehungsweise

(or: TSR circa

CAMP ... engl.: cyclic adenosine monophosphate (zyklisches Adenosinmono-
phosphat)

CM e Zentimeter

CO2. Kohlendioxid

CPDA ..o Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin

AN das heift

DMSO ... Dimethylsulfoxid

DNS....oov e Desoxyribonucleinséure

DZ..oooiiieeeeieeeans dendritische Zelle

EDTA ..o Ethylendiamintetraacetat

ELISPOT-Assay.......... engl.: enzyme-linked immunospot assay (enzymgekoppelter Immun-
spottest)

etal .o lat.: et alii (und andere)

FACS....cccooeieieiee engl.: fluorescence activated cell sorting (flouresenzaktivierte Zell-
trennung; Durchflusszytometrie)

FCSoiiieiee engl.: fetal calf serum (fotales Kélberserum)

FCER..oviiiiiii Fc epsilon Rezeptor

FCYR oo Fc gamma Rezeptor

FITC v Flourescein-Isothiocyanat

[S0)(0X TR engl.: forkhead winged-helix transcriptional factor Box p3 (Tran-
skriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein P3)

FSC.iiiiiiici engl.: forward scatter (\Vorwartsstreulicht)

o F PR P TR a) Gramm
b) Beschleunigung der Erdanziehungskraft (9,81 m/s?)

GATA-3 ..o, GATA-bindendes Protein 3

HLA ..o engl.: human leukozyte antigen (humanes Leukozytenantigen)

HRP ..o engl.: horseradish peroxidase (Merrettich- Peroxidase)



Abkurzungsverzeichnis

IFN-Y o Interferon gamma

19 Immunglobulin

IL s Interleukin

1SO-K..oiiii Isotypkontrolle

iTreg-Zelle................... induzierbare regulatorische T-Zelle

Koo kilo

Kap. ..o Kapitel

SR Liter

M oo a) milli (x 10)
b) Meter
c) Monat

M Molar

MACS......cccoeieeeie engl.: magnetic cell separation (magnetische Zellseparation)

MHC......coveeiieee engl. major histocompatibility complex
(Haupthistokompatibilitatskomplex)

MiN .o Minute(n)

R a) engl.: number (Anzahl)
b) Nano (x 10°%)

NK-Zelle........coovninnns naturliche Killerzelle

nTreg-Zelle................. naturliche regulatorische T-Zelle

(@] S S orale Provokationstestung

PBMC......ccovviieirannne engl.: peripheral blood mononuclear cells (periphere mononukleére
Blutzellen)

PBS....ooiieeeicie engl.: phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlsung)

PE ..o Phycoerythrin

PRA ..o Paraformaldehyd

PHA ..., Phytohdmagglutinin

PHS. ..o engl.: pooled human serum (gepooltes Humanserum)

FPM e Rotation pro Minute

.0 it siehe oben

{0 o TR S0 genannt

SSCiiii engl.: side scatter (seitliches Streulicht)

STAT e, engl.: signal transducer and activator of transcription (Signaltber-
trager und Transkriptionsaktivator)

Sl et siehe unten

Tab. .o Tabelle

T-Det ..o engl.: T-box



Abkurzungsverzeichnis

TCR oo, engl.: T cell receptor (T-Zellrezeptor)

Teff-Zelle ... Effektor-T-Zelle

TGF i engl.: transforming growth factor (transformierender
Wachstumsfaktor)

Th-Zelle.......cccceeenee. T-Helfer-Zelle

Treg-Zelle.................... regulatorische T-Zelle

Trl-Zelle.......covoueneee. Typ-1-regulatorische T-Zelle

U e engl.: units (Einheiten)

V- TSR unter anderem

VOl vergleiche

ZB. zum Beispiel

R TR Grad Celsius

eeoeeeeeeeeeeeeeeseeeeseessenes mikro (x 10°)

In der Arbeit verwendete englische Bezeichnungen (z.B. Eigennamen) sind kursiv dargestellt.

Vi



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1
Abb. 2

Abb. 3
Abb. 4

Abb. 5
Abb. 6
Abb. 7

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

10:

11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20:

21:

22:

Seite
Schematische Darstellung der Allergietypen nach Coombs und Gell. ................. 4
Gemeinsames Merkmal der Betalactame ist der antibakteriell wirkende [3-
[ Tox = 0 01 1 o PSSR SUORTRT 12
Aktivierung und Polarisierung von (n)-Th-Zellen nach Antigenkontakt............ 20
Differenzierung von regulatorischen T-Zellen im Thymus und in der
e T o] T =TSSR 25
Schematische Darstellung eines Prick-TestS........cccovveiviiiiiivere e 35
Durchfiihrung eines Epikutantest mittels ,, Finn Chamber. “...........c...ccccueeuenen. 37
Schematische Darstellung einer Zellseparation mittels Dichtegradienten-
Zentrifugation (modifiziert nach BIOCOMPARE) ........cccooeiiiiiiiiiinieieee, 39
Schematische Darstellung eines ELISPOT Assays (modifiziert nach
MABTECH) ...ttt ettt 44
Durchfuhrung der Studie mittels Flussdiagramm ............ccoccevenineniiininieiennn 45
Rickbildung eines klassisch makulopapuldses Exanthems am Rumpf nach
Einnahme eines PeniClliNPraparats ..........cocoevirininieieiese e 47
Deutliche Spattypreaktion im EPIKULANTESE ............ccocvviiieiiieiceeseeeen 47
Eindeutige Reaktion auf Amoxicillin (Quaddel-Nr.4) im Intrakutantest ........... 48

Nach oraler Provokationstestung zeigt sich an unterschiedlichen Stellen des
Integument (hier dorsal des rechten Oberarms) ein Exanthem nach

Provokation mit dem Batalactamantibiotikum Clindamycin............c.ccccccvenee. 48
Frequenzbestimmung der zytokinsezernierenden T-Zellen mittels ELISPOT
VEITANTEIN ...ttt 51
Beispielgrafik mit den unterschiedlichen Konzentrationsansatzen fir das
Antibiotikum AMOXICHTIN.........ooiiiiieec e, 52
Die Frequenzen Interleukin (IL)-5-produzierender Th2-Zellen in den vier
ProDANAENGIUDPPEN ..ottt 53

Die Frequenzen IFN-y-produzierender Th1-Zellen in den vier
ProbDANAENGIUDPPEN ..ottt bbbt 53

Die Frequenzen Interleukin (IL)-10-produzierender T-Zellen in den vier
ProbDaNdENGIUDPPEN .....ovieiiieiti ettt 54

Verénderung IFN-y-sezernierender Th1-Zellen in der Gruppe 3 unter
systemischer AMoXiCillingabe ..., 55

Verénderung IL-5-sezernierender Amoxicillin-spezifischer Th2-Zellen in der
Gruppe 3 unter systemischer Amoxicillingabe............ccccooeviiiiicii i, 55

Veranderung IL-10-sezernierender Tr1-Zellen in der Gruppe 3 unter
systemischer AMOXICHIINGADE ...........ccoeeiiiiii e 56

Das Verhaltnis von Betalaktam-spezifischen T-Helfer-2-Zellen (Th2) zu Typ-
1-regulatorisChen T (Tr1)-Zelen ... 57

VII



Abbildungsverzeichnis

Abb. 23:

Abb. 24:

Abb. 25:

Abb. 26:

Seite
Das Verhaltnis von Betalaktam-spezifischen T-Helfer-1-Zellen (Thl) zu T-
Helfer-2-Zellen (Th2) ... 57
Das Verhaltnis von Betalaktam-spezifischen T-Helfer-1-Zellen (Th1) zu Typ-
1-regulatorischen T-Zellen (TrL) ..o s 58
Der Frequenzverlauf von CD4"CD25'CD127"" Treg-Zellen in den
unterschiedlichen UntersuchungSgruppen .........ccoveeeeeieienene s 59
Der Frequenzverlauf von CD4*CD25"'CD127"" Treg-Zellen in der Gruppe 3
unter dreitdgiger sytemischer Amoxicillingabe ...........cccccooveviviieiiiece e 59

VIl



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Seite
Tab. 1: Unerwiinschte Medikamentenreaktionen............cccocevvevviiesieie s 6
Tab. 2: Ein- und Ausschlusskriterien zur Studienteilnahme............cccccvvevviieiicveecnee, 33
Tab. 3: Patientencharakteristik der jeweiligen Probandengruppen ...........cccccoovvvvieienn. 46
Tab. 4: Reaktionen der Allergiker aus Gruppe 1 und 2 im Uberblick ...........ccccceveveeee.. 48



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Entwicklung von Allergien ist auf das komplexe Zusammenspiel zwischen genetischen
Faktoren und bestimmten Umwelteinflussen zurtickzufiihren. Bei etwa 25% der Menschen
entwickeln sich tberschieBende Immunantworten, die durch harmlose Umweltstoffe wie Pol-

len oder Nahrungsmittel aber auch Arzneimittel ausgeltst werden kénnen.

Die Arzneimittelallergie hat in den letzten Jahren stetig an Bedeutung zugenommen. Hierbei
kommt es zu einer immunologisch vermittelten Uberempfindlichkeit auf ein Medikament, die
sich nach den zugrunde liegenden Pathomechanismen als allergische Soforttypreaktion oder
als Spattypreaktion nach Coombs und Gell &uBern kann. Die Betalactmantibiotika gehoren zu
den haufigsten Ausldsern allergischer Medikamentenreaktionen. Der Pathomechanismus einer
Soforttypreaktion auf Penicilline entspricht einer klassischen IgE-vermittelten Reaktion.
Demgegenuber steht die Spattypreaktion, bei der es zur Aktivierung spezifischer T-
Lymphozyten und zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine kommt, durch die schlieBlich

die entsprechende Hautreaktion in Form eines Exanthems hervorgerufen wird.

Die vorliegende Studie wurde mit vier unterschiedlichen Probandengruppen durchgefiihrt, bei
denen Untersuchungen mit verschiedenen Betalactamantibiotika (Penicillin G, Amoxicillin,
Ampicillin und Cefuroxim) durchgefuhrt wurden. Im Fokus der Studie standen dabei Allergi-
ker vom Spattyp. Diese wurden klinisch und immunologisch mit Kollektiven von Soforttypal-
lergikern sowie von nicht-allergischen Individuen mit und ohne Betalactamexposition als
Kontrollgruppen verglichen. Zu diesem Zweck wurden allergologische In-vivo-Testverfahren
wie Hauttests (Prick-, Intrakutan-, Epikutantest) und die orale Provokationstestung durchge-
fuhrt. Auf Basis der hierbei gewonnenen Ergebnisse erfolgte neben der Anamnese die Kklini-
sche Charakterisierung und Einteilung in die vorab festgelegten Probandengruppen. Durch die
anschlieBenden Verfahren der In-vitro-Diagnostik wurden sowohl allergenspezifische Anti-
korper im Serum als auch die Frequenzen allergenspezifischer T-Zellpopulationen im peri-
pheren Blut anhand Zell-spezifischer Markerzytokine (IFN-y, IL-5 und IL-10) bestimmt. Zu-
satzlich  wurde die  Frequenz  regulatorischer  T(reg)-Zellen anhand  des
Oberflachenmarkerprofils CD4*CD25'CD127"" untersucht. Die hierbei ermittelten immuno-
logischen Parameter der Spattypallergiker wurden mit denen der anderen Studienkollektive

verglichen.

Die Studienergebnisse zeigten eine unauffallige humorale Antwort im Vergleich der vier ver-

schiedenen Probandengruppen. Auf zellulérer Ebene konnte das Kollektiv der Spattypallergi-



Zusammenfassung

ker nicht tber die hdufig postulierte vermehrte IFN-y-Sekretion von den anderen drei Patien-
tengruppen abgegrenzt werden, jedoch fand sich eine gesteigerte Th2-Zellantwort bei den
Soforttypallergikern. Es lielRen sich keine Unterschiede der Anzahl IL-10-sezernierender Trl-
Zellen nach In-vitro-Betalactamstimulation in allen vier Gruppen detektieren, allerdings zeig-
te sich in der mit Betalactamantibiotika behandelten Kontrollgruppe ein tendenzieller Anstieg
von IFN-y" und IL-10" T-Zellen. Dies kénnte ein Hinweis fiir die Induktion eines protektiven
Mechanismus bei gesunden Probanden nach Antibiotikastimulation sein. Andererseits fand
sich eine tendenzielle Abnahme der CD4*CD25'CD127"°" Treg-Population in dieser Kont-
rollgruppe wéhrend der dreitdgigen systemischen Betalactamtherapie, was die Komplexitét
maoglicher immunologischer Reaktionsmechanismen auf Betalaktamantibiotika unterstreicht.
Insofern liefern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einige interessante Ansatzpunkte fir
weitere wissenschaftliche Untersuchungen zu dem insgesamt noch sehr wenig erforschten

Gebiet der Arzneimittelallergie.

Xl



Summary

Summary

The development of allergies is a complex interaction between genetic factors and environ-
mental influences. About 25% of the population acquires an immune-mediated hypersensitivi-
ty reaction to harmless environmental antigens like pollen, food or drugs during lifetime.

In the last years the impact of drug allergies has increased gradually. The immune-mediated
hypersensitivity response to drugs can be classified into an immediate and a non-immediate
type according to Coombs and Gell. The pathomechanism of the immediate hypersensitivity
reaction is mediated by specific IgE antibodies. In case of delayed-type hypersensitivity reac-
tions, drug-specific T cells are activated and secretion of proinflammatory cytokines leads to
the respective skin responses like occurrence of exanthema. Among drug-allergies beta-

lactam antibiotics are one of the most common triggers.

In the present study different antibiotics (penicillin G, amoxicillin, ampicillin and cefuroxime)
were tested on four distinct subject cohorts. Since this study mainly focused on the delayed-
type of drug reactions, patients with non-immediate type reactions were compared to a cohort
of patients with immediate-type hypersensitivity and to two cohorts of non-allergic individu-
als, one of them was exposed to beta-lactams. For this purpose different in-vivo-skin tests like
intracutaneous, skin prick and epicutaneous tests as well as oral provocation tests were per-
formed. On the basis of these test results and the anamneses, subjects were clinically charac-
terized and categorized into the four different cohorts. Subsequently, in-vitro-diagnostic
methods were performed to analyze the allergen-specific serum antibodies and the frequencies
of allergen-specific T cell populations depending on their effector cytokines (IFN-y, IL-5 and
IL-10) in the peripheral blood of the patients. In addition, regulatory T (Treg) cells were
quantified according to the surface marker profile CD4*CD25'CD127"°". Finally, all of the
immunological parameters obtained for the patients with delayed-type drug reactions were
compared to the other three cohorts.

The results of the study showed no substantial differences in the humoral response between
all four tested cohorts. Although an increase of drug-specific IFN-y" T cells could not be de-
tected in delayed-type, there was an increase of IL-5" Th2 cells in the cohort of patients with
immediate-type drug allergy. Additionally, there were no differences in IL-10-secreting type-
1-Treg (Trl) cells detectable after beta-lactam stimulation of peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) comparing the four cohorts. However, the cohort of healthy individuals showed

an increase of drug-specific IFN-y" and 1L-10" T cells by trend. This could indicate a protec-

Xl
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tive immune mechanism in healthy individuals after exposure to beta-lactam antibiotics. On
the other hand, a decrease of the CD4*CD25'CD127"" Treg population could be observed in
the non-allergic control cohort during the three days of systemic beta-lactam treatment. These
findings highlight the complexity of immunological mechanisms after drug exposure. Thus,
the results of this study might provide both novel insights and new starting points for future

research in the field of drug allergy.

X1



1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Allergische Erkrankungen

Das Immunsystem ist lebensnotwendig fir den Korper — es schiitzt den Menschen vor Infek-
tionen und ist fur den Erhalt der Gesundheit essenziell. Allerdings ist der Kérper nicht voll-
kommen und eine Abwehrfunktion ist nur dann effektiv, wenn der Korper zwischen koérperei-
gen und korperfremd unterscheiden kann (Jager 2000). Bei etwa 25% der Menschen entwi-
ckeln sich berschielende Immunantworten, die durch harmlose Umweltstoffe wie Pollen,
Nahrungsmittel, Hausstaub oder Tierhaare aber auch Arzneimittel ausgeldst werden kénnen
(Garn and Renz 2007). Diese Uberempfindlichkeit des Korpers wird als ,,Allergie* bezeich-
net, altgriechisch fir die Fremdreaktion aus allos (fremd) und to ergon (die Reaktion). Aller-
gien zahlen heute zu einer der haufigsten Formen der Immunreaktionen, die zur Uberempfind-

lichkeitsreaktionen beim Menschen gezéhlt werden (Janeway and M.Walport 2009).

Der Terminus Allergie wurde 1906 zum ersten Mal von dem Freiherr Clemens von Pirquet,
einem Wiener Kinderarzt, gepragt. Pirquet, dessen Forschungsschwerpunkt auf dem Gebiet
der Infektiologie und Immunologie zu finden war, vertrat die Ansicht, dass es sich bei einer
Allergie um eine allgemeine Verdnderung der Reaktionsfahigkeit des Organismus handelt,
welche sich sowohl in Form einer Uber- als auch Unterempfindlichkeitsreaktion duRern kann
(Huber 2006). Er ging davon aus, dass die Anderung der Reaktionsfahigkeit nicht nur von
auBeren Substanzen, sog. Allergenen, sondern auch von inneren, organismuseigenen Faktoren
abhangig war. Zudem beobachtete er, dass Antikorper nicht nur schiitzende Immunantworten
vermitteln, sondern beim Menschen auch zu Uberempfindlichkeitsreaktionen fiihren kénnen
(Huber 2006). Allergische Symptome stellen sich unterschiedlich dar und treten an verschie-
denen Effektororganen des Korpers auf. Sie zeigen sich bspw. in Form einer allergischen
Rhinitis und Konjunktivitis der Schleimhdute, einem Asthma bronchiale der Atemwege,
durch eine atopische Dermatitis oder auch als Urtikaria der Haut. Darlber hinaus kénnen
schwere allergische Reaktionen gastrointestinal zu Erbrechen und Durchfallen fiihren, bis hin
zu akuten Herz- Kreislaufversagen aufgrund eines anaphylaktischen Schocks.

1.2 Allergietypen

Allergische Immunreaktionen unter Berlcksichtigung verschiedener immunologischer

Krankheiten und pathophysiologischer Mechanismen wurden 1963 zum ersten Mal von



1 Einleitung

Coombs und Gell in vier verschiedene Typen eingeteilt (Pamphilon and Scott 2007). Die ers-
ten drei Reaktionen beruhen tiberwiegend auf humoralen Faktoren, wohingegen die vierte, die
Spéttypreaktion, primar durch eine zellular vermittelte Immunantwort gekennzeichnet ist
(Enzmann 1980).

1.2.1 Typ-I-Reaktion (Soforttyp oder anaphylaktischer Reaktionstyp)

Der Soforttyp ist eine Uberempfindlichkeitsreaktion, die immunologisch durch IgE- Antikor-
per vermittelt wird (Janeway and M.Walport 2009). Durch eine fehlgeleitete Immunantwort
auf harmlose Umweltantigene (vgl. 1.1) oder Arzneimittel kommt es zur gegen diese gerichte-
te Bildung von spezifischen IgE-Antikdrpern (Sensibilisierungsphase) (Garn and Renz 2007).
Bei erneutem Kontakt und Bindung des Antigens an IgE-Antikdrper entsteht eine Querver-
netzung der Antikorper auf einer Mastzelle oder einem basophilen Granulozyten. Es kommt
zur Degranulation mit einer Freisetzung von Histamin und Entziindungsmediatoren. Da die
Symptome innerhalb weniger Minuten eintreten, wird von einer Soforttypreaktion gespro-

chen.

Klinisch manifestiert sich der Soforttyp insbesondere durch eine allergische Rhinitis, Kon-
junktivitis, Asthma bronchiale, Urtikaria, Angiotdem oder einer systemischen Anaphylaxie
mit potentiellem Herz-Kreislaufversagen (Kirchner 2002; Riedl and Casillas 2003).

1.2.2 Typ-lI-Reaktion (Antigen-Antikorper-Interaktionstyp, zytotoxischer
Reaktionstyp)

Bei der Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ Il binden sich kérperfremde Antigene direkt
an eine Korperzelle, wodurch die Zelle zu einem Antigen wird. Es kommt zur Bindung von
IgG- und IgM-Antikorpern an die Antigene auf der Korperzelle und Aktivierung des Kom-
plementsystems. Diese flhrt zur Stimulierung von Phagozyten und natlrlichen Killerzellen
(NK), die an den Fc-Teil der Antikorper binden, kérperfremdes Eiweil’ zersetzen und Zell-
wande auflésen (Rajan 2003). Infolge einer Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ 1 entste-
hen unterschiedliche Erkrankungen, wie z. B. Goodpasture Syndrom, bulléses Pemphigoid,
thrombozytopenische Purpura und autoimmunhamolytischen Andmien (Kirchner 2002; Riedl
and Casillas 2003). Medikamente, z.B. Penicilline und Cephalosporine, kdnnen zu einer
h&molytischen Andmie oder zu einer Thrombozytopenie fihren, da das Arzneimittel an die
Zelloberflache bindet und durch die Antikorper attackiert wird. Der dadurch bedingten Zell-
zerstoérung folgt die Entfernung der Zelle aus dem Blut durch Gewebemakrophagen (Janeway
and M.Walport 2009).
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1.2.3 Typ-ll1-Reaktion (Immunkomplextyp)

Bei der Reaktion des Immunkomplextyps werden Antikorper gegen l6sliche Antigene im Blut
gebildet. Dadurch entstehen zwischen Antigenen und Antikérpern Vernetzungen, die zu
Komplexbildung z.B. an der Membran von Kapillaren in der Haut, Lunge und Niere flhren.
Die Antigen-Antikorper-Komplexe aktivieren das Komplementsystem und verschiedene Leu-
kozyten. Hierdurch entsteht eine Entziindungsreaktion mit Gewebsverletzung an den betrof-

fenen Organen (Rajan 2003).

Das daraus resultierende Klinische Bild préasentiert sich in Form einer Vaskulitis,
Glomerulonephritis oder allergischen Alveolitis (Kirchner 2002; Riedl and Casillas 2003).

1.2.4 Typ-IV-Reaktion (Spattyp)

Bei der Reaktion des verzdgerten Typs kommt es zur Aktivierung von allergenspezifischen T-
Zellen. Nach erstem Antigenkontakt gegen niedermolekulare Antigene, die nicht frei im Blut
zirkulieren, sondern sich als Peptide oder Haptene auf der Oberflache von antigenprésentie-
renden Zellen (APZ) befinden, werden im Rahmen einer Sensibilisierungsphase im Lymph-
knoten antigenspezifische T-Zellen aktiviert. Gleichzeitig entstehen Gedachtnis-T-Zellen, die
durch erneuten Antigenkontakt (Auslosephase) nach 24-72 Stunden zu einer Ausschuttung
immunologischer Botenstoffe und zur Einwanderung von Makrophagen und Monozyten flh-

ren. Eine Entziindungsreaktion mit Gewebsschadigung ist die Folge.

Typische klinische Erscheinungsbilder der Spattypreaktion sind das Arzneimittelexanthem,
die Kontaktdermatitis, oder auch die verzogerte Reaktion auf Tuberkulin und Transplantatab-
stoBungen (Meves 2006; Janeway and M.Walport 2009).
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® 4 = Antigene

Freisetzung von Histamin

= o< Antikérper

————— - Komplementaktivierung

Mechanismus in mononukleiren Zellen gegen zwei
Spezifitaten

Abb. 1: Schematische Darstellung der Allergietypen nach Coombs und Gell.

Typ I: Antigen-Antikorper-Bindung auf einer Mastzelle mit anschlieBender Freisetzung von

Histamin und Entziindungsmediatoren.

Typ I1: Bindung von kérperfremden Antigenen direkt an die Korperzelle, Detektion und Bin-
dung von oberflachlichen Antigenen durch IgM, lgG-Antikdrper sowie Aktivierung des

Komplementsystems und Bek&mpfung der Antigene durch Apoptose.

Typ 111: Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen und Aktivierung von Leukozyten und
des Komplementsystems. Entstehung einer Entziindungsreaktion mit Gewebsverletzungen an

den jeweiligen Organen.

Typ IV: Ausschiittung von Botenstoffen und Einwanderung von Monozyten und Makropha-
gen durch Gedéachtnis-T-Zellen, die mit den Antigenen reagieren, welche sich auf der Ober-

flache von antigenprasentierenden Zellen befinden.
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1.3 Arzneimittelallergie

Eine unerwinschte Arzneimittelwirkung definiert die Weltgesundheitsorganisation (WHO
1966) als eine unbeabsichtigte, gesundheitsschadliche und nicht erwilinschte Reaktion auf ein

Arzneimittel.

Arzneimittelnebenwirkungen werden als ein bedeutendes gesellschaftliches Gesundheitsprob-

lem angesehen, das eine lebensbedrohliche Verlaufsform annehmen kann.

Dabei ist zwischen verschiedenen unerwiinschten Medikamentenreaktionen zu differenzieren.
Die Wissenschaftler Rawlins und Thompson klassifizierten erstmalig die unerwinschten Arz-
neimittelreaktionen in zwei Hauptgruppen: Typ A und Typ B (Davies, Ashton et al. 1977).

Die groRe Mehrzahl der Arzneimittelreaktionen (>80%) sind Typ A-Reaktionen. Sie sind
vorhersehbare Arzneimittelreaktionen, pharmakologisch erklarbar und kénnen bei jedem In-
dividuum vorkommen (Wantke and Wohrl 2008). Der Typ A beinhaltet haufig milde, unguns-
tige Effekte wie Ubelkeit und Erbrechen (Thong, Leong et al. 2003). Die unerwiinschten Arz-
neimittelwirkungen des Typ A sind im Arzneimittelcodex vermerkt und in der Regel schon
vor der Registrierung eines Arzneimittels aus den Zulassungsstudien bekannt (Wantke and
Wohrl 2008). Der Typ B umfasst die unvorhersehbaren Arzneimittelreaktionen. Sie treten
seltener auf als die Typ A-Reaktionen (15-20%) und sind pharmakologisch nicht erklérbar.
Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Typ A-Reaktionen treten die Typ B-Reaktionen
nur bei empfanglichen Individuen auf. Der Typ B ist spezifisch, haufig immunologisch be-
dingt und zeigt sich in Form von unterschiedlichen Uberempfindlichkeitsreaktionen, die sich
im schlimmsten Fall lebensbedrohlich darstellen kénnen (Thong, Leong et al. 2003; Smith
and Aston-Jones 2008).

Nach der urspriinglichen Einteilung in die zwei benannten Hauptgruppen wurde das Klassifi-
kationschema der unerwiinschten Medikamentenreaktionen um vier weitere, aber selten ver-
wendete, Klassen erweitert (vgl. Tab. 1) (Wantke and W&hrl 2008).
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Tab. 1: Unerwiinschte Medikamentenreaktionen

Reaktionstyp | Charakteristika Beispiele

A Dosisabhéngig Digitalistoxizitat
Héufig Sedierung durch Antihistaminika der 1. Generati-
Vorhersehbar on
Durch pharmak0|ogi_ Anioddem durch ACE-Hemmer
sche Wirkung erklarbar
Niedrige Mortalitat

B Dosisunabhdangig Immunologische Reaktion Typ
Selten -1V
Unvorhersehbar z.B. Arzneimttelexanthem
Nicht durch pharmako- | Hypersensitivitatsreaktionen
logische Wirkung er-
Klarbar
Mortalitdt moglich

C Dosis- und zeitabhéngig | Nebennierenrindensuppression durch

Glucokortikosteroide

D Selten Teratogenese
Zeitabhéangig Karzinogenese

E Sehr selten Myokardischamie nach Absetzenvon B-Blockern
Entzug

F Héaufig Gesteigerter Metabolismus von oralen Kontra-
Dosisabhangig zeptiva bei gleichzeitiger Einnahme von Enzym-

induktoren (z.B. Cephalosporine)

Tabelle 1: Neben den benannten Hauptgruppen A und B der unerwiinschten Arzneimittelreaktionen wurde das
urspriingliche Klassifikationsschema von Rawlins und Thomson um vier weitere Klassen erweitert
(modifiziert nach (Wantke and Wohrl 2008).

Zu den Typ-B-Reaktionen gehodren die Arzneimittelallergien. Nach einem Bericht des
Nomenclature Review Committee von Oktober 2003 ist die Arzneimittelallergie eine Hyper-
sensitivitatsreaktion, die zumeist als eine IgE- oder T-Zell-vermittelte Reaktion auftritt (So-

forttyp- oder Spattypreaktion) (Johansson, Bieber et al. 2004).

Allergische Reaktionen vom Soforttyp werden durch allergenspezifische IgE-Antikorper
vermittelt (vgl. 1.2.1) und kénnen bspw. durch bestimmte Antibiotika, wie Penicilline, unter-
schiedliche klinische Erscheinungsbilder hervorrufen, die von der Urtikaria oder dem Quinke-
Odem bis hin zum anaphylaktischen Schock mit Kreislaufstillstand reichen konnen. Die Spat-
typreaktion wird pathophysiologisch durch antigenspezifische T-Zellen vermittelt (vgl.1.2.4).
Die Erkrankungen umfassen unterschiedliche Exantheme (makulopapul6s, urtikariell etc.).

Zudem gibt es noch seltenere klinische Erscheinungsbilder, die eine ernsthafte und lebensbe-
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drohliche Verlaufsform annehmen koénnen. Hierzu z&hlen die akute generalisierte
exanthematische Pustulose (AGEP) (Sidoroff, Halevy et al. 2001; Halevy 2009), das DRESS
(drug rash with eosinophila and systemic symptoms)/DIHS (Drug-induced hypersensitivity
syndrome)-Syndrom (Shiohara, Inaoka et al. 2006), das Stevens Johnson Syndrom (SJS), die
toxisch epidermale Nekrolyse (TEN) (Bastuji-Garin, Rzany et al. 1993; French 2006; Bor-
chers, Lee et al. 2008), das fixierte Arzneimittelexanthem, die Kontaktdermatitis auf topisch
angewandte Arzneimittel und die spezifischen organischen Reaktionen (z.B. allergisch-

hypererge Hepatitis).

Eine Arzneimittelreaktion kann sich unabhédngig von den auslosenden Mechanismen in allen
Organen abspielen. Die am hdufigsten betroffenen Organe bei unerwiinschten Arzneimittelre-
aktionen sind nach absteigender Reihenfolge Haut, Leber, Lunge, Kreislauf, blutbildendes
System und Zentralnervensystem (Rozieres, Hennino et al. 2009). Nicht nur das Erschei-
nungsbild, sondern auch der Schweregrad der Symptome einer Arzneimittelallergie kann sehr
unterschiedlich ausfallen. Medikamente, die am haufigsten eine Arzneimittelallergie hervor-
rufen, sind B-Lactamantibiotika, zu denen Penicilline und Cephalosporine gehdren, aber auch

Antiepileptika und Narkosemittel.

Bis zu 10% der Bevolkerung berichten in ihrer Anamnese, dass sie von einer
Penicillinallergie betroffen sind. Bei Verdacht auf eine Penicillinallergie sollte, um eine theo-
retisch mogliche Kreuzreaktivitat auf andere B-Lactamantibiotika zu vermeiden, eine andere
Gruppe von Antibiotika zur Therapie eingesetzt. Hierzu gehdren bspw. Makrolide,
Flourchinolone oder Glykopeptide. Die Anwendung dieser Antibiotika kann allerdings ein
Problem darstellen, weil sie weniger wirksam sind, mehr Nebenwirkungen haben und ver-
mehrt Resistenzen verursachen kdnnen (Comte, Petitpierre et al.). Weitere Studien zeigten,
dass mindestens 75% bis 90% der Patienten mit Verdacht auf eine Penicillinallergie in Wirk-
lichkeit B-Lactamantibiotika tolerierten (Seitz, Brocker et al.). Solange der Pathomechanismus
der verschiedenen Typen der Arzneimittelallergie nicht ausreichend erklart ist, kénnen Aller-
gologen im klinischen Alltag nur mutmalen, dass es sich bei bestimmten Symptomen um eine

Arzneimittelallergie handelt (Pichler, Yawalkar et al. 2002).

1.4 Epidemiologie allergischer Erkrankungen

Die Entwicklung von Allergien ist urspringlich auf den komplexen Zusammenhang zwischen

genetischen Faktoren und bestimmten Umwelteinfliissen zuriickzufuhren (Howard, Meyers et
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al. 2000). Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat die Prdvalenz von Allergien weltweit stetig zu-

genommen.

Allein an Asthma bronchiale sind mittlerweile weltweit ca. 300 Millionen Menschen erkrankt,
wobei von den Erkrankten ca. 50% in Entwicklungsléandern leben (Ruby, Collette et al. 2009).
Des Weiteren leiden ca. 400 Millionen Menschen der Allgemeinbevélkerung an einer allergi-
schen Rhinitis (Ruby, Collette et al. 2009). Jedoch ist die Zunahme von Allergien nicht in
allen Landern gleichmaRig verteilt, sondern steht in starker Abhéngigkeit von Lebensart und
Lebensraum. So sind bspw. Allergien in landlichen Gegenden deutlich weniger vorhanden als
in urbanen Regionen (Majkowska-Wojciechowska, Pelka et al. 2007; Pekkarinen, von Hert-
zen et al. 2007; Viinanen, Munhbayarlah et al. 2007). Als eine mégliche Antwort auf die Fra-
ge nach der Ursache dieses Phanomens wurde die sogenannte Hygiene-Hypothese formuliert
(Strachan 1989). Die zunehmende Entwicklung und Veréanderung im Gesundheitswesen und
in unserer Umwelt haben in den zivilisierten Landern zu einer Art ,,Sterilisierung™ der Le-
bensrdume gefuhrt. Das menschliche Immunsystem ist deshalb wéhrend der Kindheit mit
immer weniger Antigenen von bakteriellen, parasitaren und viralen Erregern konfrontiert.
Diese zunehmende Sauberkeit bt geméal3 der Hygiene-Hypothese einen negativen Einfluss
auf die Entwicklung eines ausgewogenen Immunsystems aus und begunstigt die Entstehung
von allergischen Erkrankungen (Garn and Renz 2007).

Der Ruckgang der Infektionskrankheiten in einer Gesellschaft fuhrt demnach gleichzeitig zu
einer Zunahme an Allergien. Gestltzt wird die Hygiene-Hypothese u.a. von epidemiologi-
schen Daten. So wird seit Jahren versucht, auf verschiedenen Ebenen eine Korrelation zwi-
schen der phanotypischen Vererbung, Umwelteinflissen (z.B. Schadstoffbelastungen) und
anderen Faktoren (z.B. Tabakkonsum oder Infektionen) fir das Auftreten von Allergien zu
finden (Halken 2004; von Mutius 2007). Bisher konnten Studien nur wenige Hinweise auf
Allergie-auslésende Faktoren liefern. Sie zeigten jedoch praventive Mechanismen auf, die
mdoglicherweise das Risiko einer allergischen Erkrankung reduzieren. So konnte gezeigt wer-
den, dass ein fruher Besuch von Kindertagesstatten, Infektionen in den ersten Lebensjahren,
das Aufwachsen in unterdurchschnittlich hygienischen Bedingungen bzw. in groen Familien
mit mehreren alteren Geschwistern sowie auch der regelmaRige Kontakt mit Tieren und der
Natur die Funktion des Immunsystems unterstiitzt und einen schiitzenden Effekt bezogen auf
Allergien aufzeigen (Kramer, Heinrich et al. 1999; Lewis 2000; Riedler, Eder et al. 2000; von
Mutius 2007).
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Die benannten Ausfiihrungen beziehen sich insbesondere auf die Entwicklung allergischer
Erkrankungen vom Soforttyp, doch auch allergische Spattypreaktionen aufgrund einer Arz-
neimittelallergie nehmen zu. Eine schadliche und unerwartete Arzneimittelnebenwirkung vom
Spéttyp ist heute der Grund fiir 3-6% aller Krankenhausaufnahmen und macht ca. 10-15%
aller hospitalisierten Patienten aus, was die Erh6hung soziokonomischer Kosten zur Folge
hat (Gomes and Demoly 2005). Zudem kommt es zu einer verstarkten Morbiditét, verlanger-
ten Krankenhausaufenthalten und zu einem erhohten Risiko der Mortalitdt (Gomes and
Demoly 2005). Der GroRteil der derzeit vorhandenen epidemiologischen Studien befasst sich
allerdings primér mit den schadlichen und unerwarteten Nebenwirkungen eines Arzneimittels

und weniger mit den spezifischen Arzneimittelallergien (Demoly 2007).

Dartiber hinaus besteht die Problematik, dass die aktuellen Studien unterschiedliche Grundvo-
raussetzungen haben, wodurch die Vergleichbarkeit begrenzt ist. Die meisten Studien setzen
den Fokus auf bestimmte Populationsgruppen, wie bspw. stationdr oder ambulant behandelte
Patienten, Erwachsene oder Kinder sowie Patienten in spezialisierten Allergiezentren oder
Allgemeinpraxen (Mockenhaupt, Viboud et al. 2008). Dementsprechend schwierig ist es, aus
den vielen spezifischen Studien eine allgemeine Pravalenz und Inzidenz der Arzneimittelal-
lergie zu erfassen. Dies ist bislang nur im Rahmen der einzelnen benannten Fallgruppen ge-
schehen. So haben bspw. Studien ergeben, dass etwa 10-20% der hospitalisierten Patienten
und etwa 7% der ambulanten Patienten von Arzneimittelreaktionen betroffen sind (Gomes
and Demoly 2005). Andere Studien ermittelten Risikofaktoren flr die Entstehung einer Arz-
neimittelallergie. Hierzu zéhlen neben den jeweiligen Arzneimitteln und ihrer Applikation
auch patientenabhéngige Risikofaktoren wie Alter, Geschlecht, aktuelle Erkrankungen und
die bisherigen Reaktionen auf verwandte Medikamente (Gomez, Torres et al. 2004). Im Rah-
men der Arzneimittelreaktionen mit Betalactamantibiotika, insbesondere Penicillin G, aber
auch Amoxicillin und Cephalosporinen, ist die Pravalenz in den letzten Jahren angestiegen.
Dabei scheint diese in den verschiedenen Populationen - die Herkunft betreffend - unter-
schiedlich ausgepragt zu sein (Gomez, Torres et al. 2004). Bezogen auf die Applikationsart
des Arzneimittels beeinflusst die Dosierung und Verabreichung des Medikaments das Sensi-
bilisierungsrisiko und somit die H&ufigkeit des Auftretens einer Arzneimittelallergie. Die
Veroffentlichung von Cetinkaya zeigte, dass eine intermittierende und wiederholte Applikati-
on eines Medikaments eher eine Sensibilisierung als die kontinuierliche Verabreichung her-
vorruft (Cetinkaya and Cag 2004). Die Probanden, bestehend aus 147 Kindern, erhielten min-
destens drei Mal innerhalb von 12 Monaten ein Betalactamantibiotikum. Bei den Kindern

ergaben sich keine Anzeichen einer allergischen Reaktion. In 10,2% der Félle lag jedoch ein
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positiver Hautest auf Penicillin vor, was der Autor der Studie auf die wiederholende Applika-
tion des Betalactamantibiotikums und der hierdurch begunstigten Sensibilisierung zurtickfihr-
te. Fruhere Studien zeigten einen solchen Zusammenhang jedoch nicht auf (Pichichero and
Pichichero 1998).

Eine andere Studie konnte zeigen, dass die topische Anwendung eines Arzneimittels eine
Sensibilisierung forderte (Juan, Yang et al. 2004). Ein weiterer Risikofaktor ist die unter-
schiedliche Préadisposition. Studien belegten, dass Frauen haufiger Arzneimittelallergien ent-
wickeln als Manner. Das Verhaltnis liegt hier bei 65-70% zu 30-35% (Haddi, Charpin et al.
1990; Asero 1998; Barranco and Lopez-Serrano 1998; Thong, Leong et al. 2003). Neben dem
Geschlecht scheint auch das Alter, der Reaktionstyp und das verabreichte Arzneimittel eine
Rolle zu spielen. (Gomes, Cardoso et al. 2004; Gomez, Torres et al. 2004; Kidon and See
2004). Allerdings konnte eine Studie aus dem Jahr 2003 kein erhohtes Risiko bei &lteren
Menschen feststellen. Vielmehr zeigten die Daten, dass Patienten, die das ,,65.“ Lebensjahr
bereits iberschritten hatten, nicht einem hoheren Risiko ausgesetzt sind Arzneimittelallergien
zu entwickeln als jlingere Patienten. Dartiber hinaus scheint das Alter auch keine Auswirkung

auf die Schwere der Symptome zu haben (Gomes and Demoly 2005).

Eine atopische Veranlagung fir Reaktionen vom Spattyp und auch Soforttyp scheint kein
Risikofaktor zu sein, sondern steht in Abhdngigkeit zu dem eingenommen Medikament
(Asero 1998; Ponvert, Le Clainche et al. 1999). Doch auch die in den 0.g. Studien erlangten
Ergebnisse, welche insbesondere auf der Epidemiologie der unerwarteten Nebenwirkung auf
Arzneimittel beruhen, bedurfen einer sehr vorsichtigen Interpretation, da diese in der Regel
weder genau klassifiziert noch sorgfaltig bewiesen sind. So wird teilweise nicht zwischen
immunologisch und nichtimmunologisch vermittelten Arzneimittelreaktionen differenziert
(Thong, Leong et al. 2003). Dazu kommen zum einen fehlende Diagnosen, da nicht alle Félle
von allergischen Reaktionen gemeldet werden (Backstrom, Mjorndal et al. 2004; Mittmann,
Knowles et al. 2004) und zum anderen ,,Uberdiagnosen®, da der Begriff Allergie teilweise zu
alltaglich und somit zu unspezifisch gebraucht wird (Messaad, Sahla et al. 2004).

Multizentrische Studien, sowohl in Krankh&usern als auch auBerhalb dieser, mit derselben
Methodik sowie Terminologie und Definitionen kdnnten zu genaueren und wertvollen Ergeb-
nissen bezlglich Risikofaktoren, méglicher regionaler Unterschiede und zur Implementierung

geeigneter préaventiver MalRnahmen fir die betroffenen Patienten fiihren.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass es bisher nur wenig verlassliche epidemiologische

Daten bezlglich Arzneimittelallergien gibt.
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1.5 Pathophysiologie der Spattypallergie

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Pathomechanismen der Spattypallergie auf
Betalactamantibiotika. Im Folgenden sollen die grundlegenden Immunmechanismen der Spét-
typallergie naher erldutert werden.

Das immunologische Phanomen einer Spattypreaktion wurde zum ersten Mal 1882 durch den
Mediziner und Mikrobiologen Robert Koch beschrieben. Er extrahierte das Antigen Tuberku-
lin aus Stoffwechselprodukten der Tuberkulose-Bakterien. Landsteiner und Chase zeigten im
Jahr 1940, dass es sich bei der Spattypreaktion um keine humorale, sondern um eine zellulér
vermittelte Immunantwort handelt (Black 1999).

Die Haut ist das haufigste Manifestationsorgan einer Spéattypreaktion. Primar- und Sekundar-
kontakt finden Uber die Haut statt (siehe Kapitel 1.3). Die typische Klinik ist das allergische
Kontaktekzem mit Hautrotung, Schwellung, Blaschen und Krusten. Haufig bleibt die Uberre-
aktion auf jene Stelle begrenzt, die mit dem Allergieausloser in Kontakt stand.

In der Sensibilisierungsphase nehmen spezialisierte APZ der Haut, die epidermalen
Langerhanszellen und dermalen dendritischen Zellen das Antigen auf und prozessieren es
(Girolomoni and Pastore 2001). Das Antigen stellt meist eine niedermolekulare Verbindung
dar, auch Hapten genannt, und wird erst durch die Bindung an Tragersubstanzen (korpereige-
ne Proteine) zum Vollantigen (Basketter, Gerberick et al. 1998). Die APZ wandern nun mit
dem von ihnen prozessierten und auf der Oberflache prasentierten Antigen zu den regionalen
Lymphknoten (Forster, Schubel et al. 1999). Hier induzieren sie allergenspezifische CD4"
und CD8" T-Zellen. Das Ergebnis dieser Sensibilisierung ist die Entstehung von Effektor-
Gedachtnis T-Zellen. Diese Gedachtniszellen kdnnen dann in die Haut zuriickwandern. Wah-
rend der Ausldsephase flhrt ein erneuter Kontakt mit dem Antigen dazu, dass die Gedéchtnis-
T-Zellen direkt in der Haut aktiviert werden (Girolomoni and Pastore 2001). Entsprechend
setzen die T-Zellen dann inflammatorische Zytokine wie bspw. IFN-y und IFN-f frei. Diese
stimulieren zum einen die Expression von Adhésionsmolekiilen auf dem Endothel und zum
anderen erhohen sie lokal die Durchlassigkeit der Blutgefdlie. Dadurch kénnen Plasma und
inflammatorische Zellen in die Haut eindringen, es kommt zu einer sichtbaren Schwellung
(Saint-Mezard, Berard et al. 2004; Janeway and M.Walport 2009). Durch die weitere Aus-
schiittung von Zytokinen und Chemokinen (u.a. auch durch Keratinozyten) kommt es zu einer

Verstarkung der Entzindungsreaktion, begleitet von einer Einwanderung von Monozyten und
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weiteren T-Zellen (Janeway and M.Walport 2009). Die Auslésephase dauert in der Regel 24-
48 Stunden.

1.6 Betalactamantibiotika

Betalactamantibiotika werden in vier Wirkstoffklassen unterteilt, Penicilline, Cephalosporine,
Carbapeneme und Monobactame. Alle Betalactamantibiotika haben den Betalactamring ge-
mein, welcher als antibakteriell aktives Zentrum dient (siehe Abb. 2) (Aktories 2009).

Chemische Struktur der Betalaktamantibiotika

Penilcilling Cephalosporine

R~ C—MH g, Thiazolidin ~ L ;
c:f; ' :CDDH u: \IC—R

p-Lactam-Ring

i
R R—C—MNH
[ /
iH \SD H

3
Carbapeneme Monobactame

Abb. 2: Gemeinsames Merkmal der Betalactame ist der antibakteriell wirkende B-Lactamring, dieser kann
durch Acylierung das aktive Zentrum von Zellwand aufbauenden Enzymen blockieren (Wantke and
Wohrl 2008; Chaabane, Aouam et al. 2009).

Der Angriffsort der Betalactamantibiotika sind die bakteriellen Zellwande. In den Zellwénden
befinden sich so genannte Peptidoglykansynthetasen (Mureinsynthetasen). Diese fungieren
als Transpeptidasen, welche Glykanstrange durch kurze Peptidstiicke quervernetzen und so-
mit die Stabilitit der Bakterienzellwand gewahrleisten. Kommt es zu einer Anlagerung des
Betalactamantibiotikums an die Bakterienzellwand wird das Enzym durch Spaltung des
Betalactamrings acyliert. Hierdurch entsteht eine kovalente Bindung des Antibiotikums mit
irreversibler Hemmung des Enzyms. Auf diese Weise kann es entweder zu einer filamentdsen
Deformierung des Bakteriums kommen oder es resultiert ein so grolRer Defekt in der Zell-

wand, dass ein hoher osmotischer Druck im Inneren des Bakteriums entsteht, so dass die
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Cytoplasmamembran durch den Defekt austritt und dann zerrei3t (bakterizider = abtotender
Wirkmechanismus) (Aktories 2009).

Die antibakterielle Aktivitat der Betalactamantibiotika ist vor allem von den nachfolgend auf-
gefiihrten drei Faktoren abhéngig (Aktories 2009).

Penetrationsgeschwindigkeit: Um zu den Zielenzymen zu gelangen, muss das
Betalactamantibiotikum die bakterielle Zellwand und den periplasmatischen Raum passieren.
Hierbei hangt die Penetrationsgeschwindigkeit von der Beschaffenheit der Mureinschicht ab,
wobei grampositive Bakterien eine dickere Mureinschicht aufweisen als gramnegative Bakte-

rien.

Wirkortaffinitat: Die spezifischen Zielstrukturen der Betalactamantibiotika sind die bakteri-
ellen Mureinsynthetasen, auch ,,PBP* (Penicillin-bindende-Proteine) genannt. Kommt es zu
einer bevorzugten Bindung an die PBP, so entsteht eine hohe antibakterielle Aktivitat und

bakterizide Potenz.

Betalactamasestabilitat: Der hé&ufigste Resistenzmechnismus des Bakteriums gegen
Betalactamantibiotikum ist die Produktion des Betalactamaseenzyms. Dies spaltet die

Betalactambindung hydrolytisch und inaktiviert das Antibiotikum.

1.7 Diagnostik der Spattypreaktion

An erster Stelle der Allergiediagnostik steht die Anamnese. Die Angaben des Patienten Uber
Lebensgewohnheiten sowie Zusammenhédnge zwischen dem Auftreten der allergischen Be-
schwerden und bspw. Jahreszeit, Tatigkeiten, Raumlichkeiten, Nahrungsmitteln, Medikamen-
tengebrauch usw. kénnen helfen bestimmte Stoffe als mogliche Allergene einzugrenzen. Zur
Abschatzung des personlichen Allergierisikos und um Hinweise auf eine etwaige Atopie zu
erlangen, wird anhand der Anamnese Uberprift, ob Allergien im Familienkreis (Eltern, Ge-
schwister, Kinder) bestehen oder ob in der Vergangenheit eine allergische Reaktion bei dem
Patienten selbst aufgetreten ist (Moll 2010). Des Weiteren kénnen auch standardisierte Frage-
bdgen oder Allergietagebiicher eine Mdoglichkeit sein, die Diagnose einer Allergie zu stiitzen

(Niggemann; Niggemann 2010).

Allergien, die direkt nach Allergenkontakt eine Hypersensitivitatsreaktion zeigen, sind in den
meisten Féllen einfach zu diagnostizieren. Kommt es allerdings wie im Rahmen einer Spét-
typreaktion zu einer verzoégerten Reaktion, treten die Beschwerden unregelméfi3ig auf bzw.

liegen mehrere Allergien gleichzeitig vor, ist es schwerer die Diagnose zu stellen. Deshalb
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schliel3en sich an die Anamnese verschiedene Untersuchungen an. Hierzu zdhlen der klinische
Befund, Hauttestungen, Labordiagnostik und Provokationstests. Zu den Hauttests gehdren der
Prick-, Intrakutan-, Scratch- und Reibtest (Carr and Saltoun; Carr and Saltoun 2012).

Der diagnostische Nachweis einer Spéttypreaktion auf Betalactamantibiotika mittels Intraku-
tan- und Epikutantest wird schon seit vielen Jahren genutzt und hat eine Sensitivitat von
2,6%-37,8% (Lammintausta and Kortekangas-Savolainen 2005). Goldstandard zur Diagnostik
einer Typ-1V-Allergie ist der Epikutantest (sogenannter Pflastertest) (Yoshihisa and Shimizu;
Hansen and Kroon 2008). Er kann mit standardisierten Einzelsubstanzen, aber auch mit han-
delsublichen Medikamenten durchgefiihrt werden (Barbaud 2005). Im Epikutantest werden
die aufgrund der Krankengeschichte als auslosende Allergene verdachtigten Substanzen in
geringer Konzentration in kleine Testkammern (Aluminiumplattchen, so genannte ,,Finn
Chambers “) gegeben und in der Regel paravertebral rechts und links am Ricken fur 24-48
Stunden auf die Haut geklebt. Die Auswertung erfolgt dann nach 48 und 72 Stunden (Meves
2006). Kommt es zu einer immunologischen Spattyp-Reaktion und somit einem positiven
Testergebnis, bildet sich unter der jeweiligen Kammer eine Rétung (Erythem) mit Blaschen
oder Papeln aus. Hierbei wird die Starke der Reaktion anhand einer internationalen Skala in

unterschiedliche Grade eingestuft (Uter, Hegewald et al. 2005).

Der Lymphozytentransformationstest (LTT) kann ggf. zur Ergdnzung oder wenn der
Epikutantest aufgrund einer Kontraindikation nicht durchfiihrbar ist durchgefiuhrt werden
(Bircher 2007). Nach Blutentnahme werden im ersten Schritt durch Zentrifugation und meh-
rere Waschvorgange die Lymphozyten von den restlichen Blutzellen des Patienten getrennt.
Danach wird eine N&hrlésung und das zu testende Antigen zu den Lymphozyten hinzugege-
ben und die Lymphozytenkultur einige Tage unter optimalen Wachstumsbedingungen im In-
kubator stehengelassen. Zuséatzlich wird auch eine Kontrollprobe ohne Antigenzusatz durch-
geflihrt. Die letzten 16 Stunden vor der Auswertung wird radioaktiv-markiertes Thymidin
hinzugefuhrt, das in die Antigen-stimulierten, proliferierenden Lymphozyten wahrend der
Zellteilung eingebaut wird. Danach wird die Radioaktivitat der Lymphozytenkultur gemessen
und ein Stimulationsindex berechnet. Dieser gibt Auskunft dariiber, ob in der mit Antigen
versehenen Blutprobe spezifisch sensibilisierte T-Lymphozyten vorhanden sind (Pichler and
Tilch 2004; Bircher 2007).

1.7.1 Orale Provokationstestung (OPT)
Nicht immer l&sst sich durch die vorbeschriebenen Tests eine allergische Spattypreaktion di-

agnostizieren. Eine Reihe von Patienten kénnen nur mittels OPT eine gesicherte Diagnose
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gestellt bekommen (Aberer, Bircher et al. 2003). Die OPT ist die zuverlassigste Methode, um
eine Arzneimittelreaktion nachzuweisen (Torres, Mayorga et al. 2009). In der Durchfuhrung
erfolgt unter stationdrer Beobachtung die Einnahme des vermeintlich allergieauslosenden
Medikaments. Die OPT wird nicht immer empfohlen und kann in manchen Fallen sogar kont-
raindiziert sein. Zu den Kontraindikationen z&hlen schwere allergische Reaktionen wie die
AGEP, SJS, TEN, systemische Vaskulitis, spezifische Organmanifestationen (Hepatits, Ne-
phritis, Pneumonitis) und medikamenteninduzierte Autoimmunerkrankungen (Aberer, Bircher
et al. 2003). Die am haufigsten untersuchten Medikamente in einer OPT sind
Betalactamantibiotika (Terrados, Blanca et al. 1995; Aberer, Bircher et al. 2003).

In einer Studie mit Patienten, die unter einer Einnahme von Betalactamantibiotika eine
exanthematische Reaktion entwickelten, konnte gezeigt werden, dass haufig ein negativer
Hauttest vorlag und die OPT toleriert wurde (Padilla, Ferriols et al. 2007), so dass sich der
Verdacht auf eine Arzneimittelallergie oft nicht bestatigt. Andererseits lasst sich eine Arznei-
mittelallergie oft erst durch eine OPT nachweisen. Das zeigt, dass die OPT ein wichtiger Bau-
stein fur die Diagnose einer Spattypallergie auf Betalactamantibiotika ist, falls der
Epikutantest negativ ausfallt (Aberer, Bircher et al. 2003).

1.7.2 Immunhistochemie

Eine weitere Mdoglichkeit Spattypreaktionen zu untersuchen ist die immunhistochemische
Analyse. In den meisten Féllen einer Spattypreaktion ist die Haut das betroffene Zielorgan.
Hierfur kann eine Biopsie der Haut entnommen und analysiert werden. Die Untersuchungen
helfen dabei, die zugrunde liegenden immunologischen Mechanismen besser zu verstehen.
Zeichen einer T-zelluldren Spéttypreaktion sind mononukledre Zellinfiltrate aus aktivierten T-
Zellen. Die T-Zellen bilden unterschiedliche Aktivierungsmarker (CD69, CD25 und HLA-
DR) aus, ca. 20% sezernieren Perforin, Granzym B und 1L-12 (Mayorga, Pena et al. 2006). Je
nach klinischem Erscheinungsbild zeigen sich weitere immunologische Befunde (Gomez,
Torres et al.; Gomez, Torres et al. 2012). So liegen bei einem makulopapulésem Exanthem in
der papillaren Dermis perivaskuldre mononuklare Zellinfiltrate mit einer hohen Anzahl von
eosinophilen Zellen vor. Im Gegensatz dazu sind bei einem SJS oder TEN vermehrt tote
Kreantinozyten mit kleineren T-Zellinfiltration zu sehen (Mayorga, Torres et al. 2009; Torres,
Mayorga et al. 2009). Im immunhistochemischen Bild der AGEP liegen vermehrt
Keratinozyten vor, die IL-8 produzieren, das zur Rekrutierung von neutrophilen Zellen in die
Epidermis flhrt (Sidoroff, Halevy et al. 2001; Pichler, Yawalkar et al. 2002; Schaerli,
Britschgi et al. 2004).
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1.8 T-Lymphozyten im Zusammenhang einer Spattypallergie

Eine zentrale Rolle im Pathomechanismus der Spattypallergie auf zellularer Ebene nehmen
die T-Lymphozyten ein. Anhand charakteristischer Merkmale, wie sezernierter
Markerzytokine und deren Funktionen, kdnnen verschiedene Subtypen an T-Zellen im huma-
nen Immunsystem voneinander unterschieden werden, dies wird im Folgenden genauer erldu-

tert.

1.8.1 T-Helferzellen

Die T-Zellentwicklung findet im Wesentlichen im Thymus statt. Hier werden die T-Zellen
selektioniert und verlassen den Thymus als so genannte naive T-Zellen. In den sekundéren
lymphatischen Organen werden die naiven T-Zellen dann von APZ und den von diesen Zellen
préasentierten spezifischen Antigen aktiviert. Die Antigenerkennung ist ein relativ komplexer
Prozess, da ein Peptid nur dann erkannt werden kann, wenn es ber einen MHC den TCR
prasentiert wird. T-Helferzellen, die das CD4 auf der Oberflache exprimieren, erkennen das
Antigen in Kombination mit den Klasse-2-Molekiillen des MHC. Die zytotoxischen T-
Lymphozyten, die CD8 exprimieren, erkennen die Peptide (ber die MHC Klasse-1-Molekiile
(Klimek and Bottcher 2008). Kommt es zu einer Bindung des Antigens an den entsprechen-
den TCR bei CD4" -Zellen, fiihrt dies in Abhingigkeit von der Art der Immunantwort zur
Entwicklung und Differenzierung von zwei funktionell unterschiedlichen Th-
Zellpopulationen, den Typl (Th1)-Zellen oder Typ2 (Th2)-Zellen.

Bereits 1986 konnten Mosmann und dessen Mitarbeiter diese unterschiedlichen Th- Zellpopu-
lationen in Mausen feststellen, einige Jahre spater wurden die Th-Zellen vom Typl (Th1) und
Typ2 (Th2) auch im Menschen identifiziert (Romagnani 1991; Mosmann, Cherwinski et al.
2005). Th-Zellen vom Typ 1 und 2 sind fiir zwei kontrare Formen der CD4"-Th-Zell-
vermittelten Immunantwort zustandig. Wird eine Immunantwort ausgel6st, sezernieren Th-0-
Zellen (naive T-Zellen) hauptsachlich das Zytokin IL-2, welches autokrin die Proliferation
und Differenzierung der naiven T-Zellen stimuliert (Rainer 2001). In Gegenwart der Zytokine
IFN-y und IL-12 entwickeln sich naive T-Zellen zu Th-1-Zellen, Th-2-Zellen werden in Ge-
genwart von IL-4 und IL-6 gebildet. Die Zytokine der Thl- bzw. Th2-Zellen wirken reziprok
inhibitorisch auf Proliferation, Differenzierung und Effektorfunktion des jeweils anderen und
stimulieren notwendige Wachstumsfaktoren des eigenen T-Zellphénotyps. Die Differenzie-

rung spezialisierter Th-Populationen erfordert somit ein komplexes Zusammenspiel von in-
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struktiven Zytokinen und deren Transkriptionsfaktoren sowie die Expression von
Zytokinrezeptoren (Schulz, Mariani et al. 2009).

Aktuell wird eine Dysregulation von Thl- bzw. Th2-Antworten fiur die Entstehung oder Be-
gunstigung einiger Krankheitsbilder angesehen. So werden Th1-Zellen als pathophysiologisch
bedeutsam fir verschiedenene Autoimmunerkrankungen oder die allergische Uberempfind-
lichkeitsreaktion vom Spéttyp angesehen, wohingegen bei dominanter Th2-Antwort die Ent-
wicklung einer Soforttypallergie begiinstigt werden kann (Ando, Clayton et al. 1989; Camp-
bell, Kay et al. 1991; Robinson, Hamid et al. 1992; Del Prete, De Carli et al. 1993; Romag-
nani 2006).

1.8.1.1 Th1-Zellen und deren assoziierte Zytokine

Die Th1-Zellen sind hauptsachlich fir die zellvermittelte spezifische Immunantwort verant-
wortlich (Murphy and Reiner 2002). Sie sind uberwiegend durch die Expression der Zytokine
IFN-y, IL-2, IL-12 und TNF-a charakterisiert (Peterson). Die initiale Polarisierung zur Thl-
Zelle aus einer naiven ThO-Zelle wird zum einen durch einen starken TCR (T-Zellrezeptor)-
Stimulus und zum anderen durch die Anwesenheit von IL-2 und 1L-12 begunstigt (Pochard,
Gosset et al. 2002). Der IFN-y Rezeptor STAT1 wird aktiviert und die Expression des Trans-
kriptionsfaktors T-bet initiiert. T-bet aktiviert wiederum durch die direkte Bindung an den
Promoter die Bildung von IFN-y und der p2-Kette des IL-12-Rezeptors (IL-12p2) (Afkarian,
Sedy et al. 2002; Mullen, Hutchins et al. 2002).

Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors T-bet in der Regulation der Thl-Differenzierung
wurde in einer Studie mit T-bet defizienten Mausen festgestellt. Es wurde herausgefunden,
dass die Mause eine spontane Atemwegserkrankung entwickelten, ahnlich dem Asthma bron-
chiale beim Menschen, mit zusatzlicher Lungeneosinophilie und bronchialer Uberempfind-
lichkeitsreaktion (Finotto, Neurath et al. 2002). Die primar im Mausmodell beobachteten Er-
gebnisse konnten beim Menschen bestatigt werden, denn in den Untersuchungen von Asth-
mapatienten wurde neben dem ungewohnlich niedrigen T-bet-Expressionslevel eine Tendenz
in Richtung Th2-Polarisierung mit Uberproduktion von Th2-Zytokinen beobachtet (Munthe-
Kaas, Carlsen et al. 2008).

Die von Th1-Zellen sezernierten Zytokine werden aufgrund ihrer entziindungsinduzierenden
Wirkung auch proinflammatorische Zytokine bezeichnet. Durch die Thl-zellvermittelte Pha-
gozytose und zytotoxische Immunabwehr insbesondere bei intrazellularen Pathogenen kommt

es zu einer Entziindungsreaktion, die oft mit Gewebsschaden einhergeht.

17



1 Einleitung

Das Markerzytokin IFN-y wird hauptsachlich von CD4" und CD8" T-Lymphozyten und von
NK-Zellen synthetisiert. Die spezifischen IFN-y Rezeptoren werden auf allen humanen Zellen
mit Ausnahme der Erythrozyten exprimiert. Mittels der Bindung von IFN-y wird die Prolife-
ration von NK-Zellen gefordert und mit Hilfe von IL-2 die Entstehung von CD8" Lymphozy-
ten zu zytotoxischen Effektorzellen angeregt (Romagnani, Maggi et al. 1991). Die Kombina-
tion von IFN-y und TNF-a induziert die Rekrutierung von Entziindungszellen zum Ort der
Entzindung. Des Weiteren fordert IFN-y die Produktion opsonierender Immunglobulin G-
(IgG)-Subklassen in B-Lymphozyten. Durch die Bindung der Immunglobuline an zytotoxi-
sche Effektorzellen und an Komplementfaktoren wird die Phagozytose und Lyse der
opsonierten Zellen initiiert (Romagnani 1994; Abbas, Murphy et al. 1996).

Das Zytokin IL-12 wird nach (Infekt-induzierter) Stimulation von Monozyten, Makrophagen,
B-Zellen und neutrophilen Granulozyten gebildet. Die spezifischen IL-12-Rezeptoren befin-
den sich auf aktivierten peripheren Blutmonozyten, CD4" und CD8" T-Lymphozyten und
NK-Zellen. IL-12 fordert die CD4" T-Zellantwort und vermittelt die Aktivierung und Prolife-
ration von NK-Zellen. Zusammen mit TNF-a stimuliert 1L-12 die NK-Zellen und sorgt dafr,
dass groRe Mengen an IFN-y gebildet werden, wodurch wiederum die zytotoxische Aktivitat
von NK-Zellen und T-Helferzellen verstarkt wird. Umgekehrt wird die Expression von IL-12
durch IFN-y gefordert und durch IL-4 und IL-10 aus Th2-Zellen gehemmt. Somit ist IL-12 flr
die Regulation des Gleichgewichts von zellularer und humoraler Immunitat von groRer Be-

deutung. (Cruse, Bartling et al. 1995; Oppenheim and Fujiwara 1996).

1.8.1.2 Th2-Zellen und deren assoziierte Zytokine

Die Th2-Zellen haben eine Schlusselfunktion bei der Entwicklung IgE-vermittelter, allergi-
scher Soforttyp-Erkrankungen (Hebenstreit, Luft et al. 2003). In Anwesenheit von IL-4 diffe-
renzieren naive T-Zellen sich zu Th2-Zellen und produzieren die Zytokine IL-4, IL-5, IL-10
und IL-13. Aktivierte Th2-Zellen exprimieren auf ihrer Zelloberflache einen CD40-Liganden,
durch den sie Uber das membranstdndige CD40 Membranprotein in Kontakt mit B-
Lymphozyten treten konnen (Hebenstreit, Luft et al. 2003). Die Interaktion von CD40 und
CD40-Ligand in Kombination mit den Th2-Zytokinen IL-4 und IL-13 stimuliert die Prolifera-
tion und Differenzierung der B-Zellen, sowie den Immunglobulinklassenwechsel von IgG zu
IgE (Bonnefoy, Gauchat et al. 1996). Nachdem die IgE-Antikorper an ihren spezifischen Re-
zeptor (FceRl) auf Mastzellen, aber auch auf basophilen und eosinophilen Granulozyten ge-

bunden haben, ist die allergische Sensibilisierungsphase abgeschlossen (vgl. 1.2.1).
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IL-4 wird hauptséchlich von Th2-Lymphozyten sezerniert, aber auch von Thymozyten, Mast-
zellen und basophilen Granulozyten (Nelms, Keegan et al. 1999). IL-4 und IL-13 sind fir die
oben beschriebene Induzierung der IgE-Synthese in B-Zellen verantwortlich und stimulieren
die Expression des niedrigaffinen IgE-Rezeptors FceRIl (CD23) und des hochaffinen IgE-
Rezeptors (FceRl). Des Weiteren aktvieren beide Zytokine die lokale Produktion von
proinflammatorischen Chemokinen wie Eotaxin und bewirken dadurch neben der Expression
von Adhasionsmolekilen im Endothel die Gewebseinwanderung von inflammatorischen Zel-
len. Zudem wird durch IL-4 und IL-13 eine vermehrte Produktion von Mukus in den Becher-

zellen der Atemwege ausgeldst (Dabbagh, Takeyama et al. 1999).

In unterschiedlichen Untersuchungen zeigte sich, dass die Abwesenheit oder auch Hemmung
der Zytokine IL-4 und IL-13 die Induktion allergischer Soforttyp-Erkrankungen erschwerte.
So wurde bei Mausen festgestellt, dass durch Abwesenheit von IL-4 ein verminderter IgE-
Spiegel vorhanden war, eine reduzierte Einwanderung von Eosinophilen und eine niedrige
Expression des Adhéasionsmolekiils VCAM-1. In Asthmamodellen fiihrte die Neutralisierung
von IL-13 zu einer verringerten Reaktivitdt der Atemwege und zu einer Abnahme der
mukusproduzierenden Becherzellen (Blease, Jakubzick et al. 2001). Zudem konnte in einer
Reihe von Modellen fur Asthma und Parasiteninfektionen gezeigt werden, dass die Hemmung
von IL-13 folgenreicher ist als die Hemmung von IL-4. Dies dirfte darauf zurtckzufihren
sein, dass die IL-4-Expression nur transient stattfindet und die Produktion nach einigen Stun-
den ihren Hohepunkt erreicht, wohingegen IL-13 wesentlich langer exprimiert wird. Somit ist
IL-13 ein dominierendes Zytokin in Th2-Zell-induzierten Prozessen wie Asthma bronchiale,
aber auch Parasitosen (Wills-Karp, Luyimbazi et al. 1998; Wills-Karp 2001).

Ein weiteres entscheidendes Zytokin Th2-mediierter Immunreaktionen ist IL-5, das an Rezep-
toren auf eosinophilen und basophilen Granulozyten bindet. Dort verstarkt es die Differenzie-
rung und Aktivierung beider Zelltypen (Hirai, Yamaguchi et al. 1990). Die toxischen Protei-
ne, die von den eosinophilen Granulozyten freigesetzt werden, fihren nicht nur zur Parasiten-
abwehr, sondern im Fall einer allergischen Erkrankung auch zu einer Schadigung des Gewe-
bes (Gundel, Letts et al. 1991).
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Abb. 3: Aktivierung und Polarisierung von (n)-Th-Zellen nach Antigenkontakt. Nach Allergenprésentation
durch eine APZ und die Pepitiderkennung durch die naive (ThQ)-Zelle kommt es in Gegenwart von In-
terleukin (IL)-4 zu einer Th-2-gerichteten Differenzierung (Aktivierung von GATA 3), wohingegen
IL-12 zu einer Polarisierung in Richtung Th1-Zellen foérdert (Aktivierung von T-betl). Th1l- und Th2-

Zellen konnen sich reziprok hemmen.

1.8.1.3 Weitere T-Zellsubpopulationen

Neben den klassischen zwei Subtypen von Th-Zellen, die 1989 von Mosmann et al. mit ihrem
Th1- und Th2-Paradigma beschrieben wurden, sprechen neuere Daten fir die Existenz weite-
rer Th-Populationen, die eine Rolle bei Autoimmunerkrankungen oder Allergien spielen kon-
nen (Mosmann and Coffman 1989). Hierzu zéhlen die Th17-Zellen (Bettelli, Korn et al.
2008), die durch die Zytokine IL-6, IL-23 und den transformierenden Wachstumsfaktor TGF-
B (trasforming growth factor-p) induziert werden und die unter anderem IL-17A, 1L-22, IL-21
und IL-17F sezernieren (Bettelli, Carrier et al. 2006; Mangan, Harrington et al. 2006; Korn,
Oukka et al. 2007; Korn, Bettelli et al. 2009). Zahlreiche Studien weisen auf eine
proinflammatorische Funktion von Thl7-Zellen hin, mdglicherweise spielen sie auch eine
Rolle bei der Ausbildung einer AGEP (lwakura, Nakae et al. 2008).

1.8.2 Regulatorische T-Zellen

Die Regulation des Immunsystems erfordert eine sensible Balance zwischen der Aufrechter-
haltung der Toleranz gegeniber dem Selbst und der Fahigkeit zur Ausldsung einer
protektiven Immunantwort gegeniiber pathogenen Fremdantigenen. Bereits Anfang der 70er
Jahre wurde vermutet, dass der Mechanismus der peripheren Toleranz durch so genannte

Suppressorzellen aufrechterhalten wird, die autoreaktive T-Zellen aktiv unterdriicken. Jedoch
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erst 1995 konnten Sakaguchi et al. den Uberzeugenden Nachweis einer Population von
CD4'CD25'T-Zellen liefern, die eine aktive supprimierende Eigenschaft aufweisen
(Sakaguchi 2005). Seither werden die vormals als Suppressorzellen bezeichneten immunregu-
latorischen T-Zellen auch als Treg-Zellen bezeichnet (Neumann-Haefelin, Spangenberg et al.
2004).

Es zeigte sich, dass diese Zellpopulation eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Homdoostase des Immunsystems, der Verhinderung von Autoimmunreaktionen und bei der
Kontrolle von Abwehrreaktionen gegenuber infektiosen Pathogenen sowie gegen Tumore
spielt (Sakaguchi 2004). Die Untersuchungen der letzten Jahre ergaben, dass die supprimie-
rende Fahigkeit der T-reg Zellen sich auf unterschiedliche Zellpopulationen bezieht. Hierzu
zéhlen CD4" und CD8'T-Zellen sowie B-Lymphozyten. Weiterhin wurde versucht in den
letzten Jahren unterschiedliche T-reg Zellpopulationen anhand ihrer spezifischen Immunme-
chanismen in einzelne Subpopulationen zu klassifizieren und diese detaillierter zu charakteri-
sieren, um sie besser voneinander abgrenzen zu kénnen (Ng, Duggan et al. 2001; Shevach,
McHugh et al. 2001).

1.8.2.1 CD4'CD25'FOXP3" regulatorische T-Zellen

Der groRte Anteil der Treg Zellen findet sich nach heutigem Kenntnisstand innerhalb der Po-
pulation der CD4'T-Zellen. Ein Merkmal vieler regulatorischer T-Lymphozyten ist die Ex-
pression des IL-2-Rezeptors. Die o-Kette dieses Rezeptors stellt den Oberflachenmarker
CD25 dar (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995; Humrich and Riemekasten 2006). Allerdings
wird dieser Aktvierungsmarker CD25 von unterschiedlich aktivierten T-Zell-Subtypen gebil-
det, sodass der alleinige Nachweis von CD25 keine exakte Identifikation dieser Treg-

Zellpopulation erlaubt.

Die CD4"CD25" Treg-Subpopulation weist zusétzlich die Expression des Transkriptionsfak-
tors forkhead box P3 (Foxp3) auf. Das Molekil FOXP3 ist nicht nur ein Marker zur ldentifi-
kation von T-regulatorischen Zellen, es spielt auch eine entscheidende Rolle fir die Entste-
hung und Funktion dieser Zellen (Polansky and Huehn 2007). Die molekulare Wirkungsweise
des Transkriptionsfaktors beruht zum einen auf der Bindung von DNS im Zellkern, um die
Expression von Proteinen zu stimulieren, die in den Treg-Zellen gebraucht werden. Zum an-
deren hat der Transkriptionsfaktor eine Repressorfunktion. Durch diese Funktion wird ver-
hindert, dass in aktivierten Tregs-Zellen Effektormolekiile von konventionellen T-Zellen, wie

proinflammatorische Zytokine, induziert werden (Zheng and Rudensky 2007).
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In einer Untersuchung im Jahr 2001 konnte durch eine molekulargenetische Analyse die so
genannte Scurfy-Maus charakterisiert werden. Hierbei zeigte sich, dass die Maus eine
Frameshift-Mutation im FOXP3-Gen hat, die dazu fiihrte, dass es zu einem sofortigen Abbau
der FOXP3 Molekiile kommt (Brunkow, Jeffery et al. 2001). Vergleichbare Mutationen wur-
den bei Patienten gefunden, die unter einer schweren polyendokrinen Autoimmunerkrankung
leiden, dem so genannten IPEX-Syndrom (Torgerson and Ochs 2007). In spateren Studien
zeigte sich, dass der Transkriptionsfaktor FOXP3 vor allem in CD25'CD4'Treg-Zellen
exprimiert wird und dass eine Uberexpression von FOXP3 eine immunsuppressorische Eigen-
schaft in T-Zellen bewirkt (Hori, Takahashi et al. 2003). Aktuell gibt es keinen direkten Be-
weis, dass aufgrund einer defekten Funktion von FOXP3 eine allergische Erkrankung ent-
steht. Allerdings zeigte eine Studie, dass einzelne Nukleotidpolymorphismen von FOXP3 mit
der Entwicklung einer Allergie im Kindesalter im Zusammenhang stehen kénnten (Bottema,

Kerkhof et al.). Dies muss aber durch weitere Untersuchungen geklart werden.

Weitere Oberflachenmolekiile, die auf den CD4"CD25"FOXP3" Treg-Zellen gefunden wur-
den und die sich dadurch von anderen Zellpopulationen abgrenzen, sind CTLA-4 (cytotoxic T
lymphozyte antigen 4), sowie GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor).
Diese beiden Oberflaichenmolekiile haben eine wichtige Funktion fur die supprimierende Ei-
genschaft dieser Population (Khattri, Cox et al. 2003).

Die CD4"CD25" Population macht ca. 5-10% aller CD4" T-Zellen bei gesunden Individuen
im peripheren Blut aus (Humrich and Riemekasten 2006). Die CD4'CD25*- T-reg Zellen
entstehen wie andere T-Zellpopulationen im Thymus aus eingewanderten Vorlaufer-T-Zellen
des Knochenmarks und entwickeln sich bereits in den ersten Tagen nach der Geburt (Humrich
and Riemekasten 2006). Die reifen, natlrlichen (n)Treg-Zellen verlassen sodann den Thymus
und zirkulieren in andere lymphatische Organe in der Peripherie (Liu, Putnam et al. 2006).
Sie weisen keine Antigenspezifitit auf. Gegeniiber den natiirlichen CD4"CD25Foxp3'T-
Zellen, die im Thymus entstehen, gibt es noch eine andere CD4'CD25'Foxp3" Treg-
Population, welche den gleichen Ph&notyp wie die (n)Treg-Zellen besitzt, aber erst in der Pe-
ripherie zu den ,,adaptiven* T-reg Zellen heranreifen. Hierfiir werden natlrliche Foxp3™-T-
Zellen, die im Thymus selektioniert werden, durch eine spezifische Antigenstimulation in der
Peripherie zu Antigen-spezifischen CD4"CD25 Foxp3™ aktiviert (Sakaguchi 2003; Curotto de
Lafaille and Lafaille 2009).

Treg Zellen entfalten ihre immunregulatorischen Funktionen durch komplexe Kontrollmecha-

nismen. Zum einen werden potentiell autoreaktive T-Lymphozyten im Thymus selektioniert
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und zerstort (klonale Deletion, zentrale Toleranz), zum anderen kommt es zu einer funktionel-
len Inaktivierung autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie (Anergie, periphere Toleranz) und
dadurch zur Verhinderung einer Autoimmunitat. Letztendlich kennzeichnet sich die beschrie-
bene Population auch dadurch aus, dass sie ihre supprimierende Wirkung auf andere CD4" T-
Zellen Ubertragen kdnnen, dieser Mechanismus wird als ,,infektiose Toleranz* bezeichnet
(Dieckmann, Bruett et al. 2002). Diese Eigenschaft wird hauptsachlich durch eine Stimulation
zur Sekretion von anti-inflammatorischen Zytokinen wie 1L-10 und TGF-p vermittelt. Diese
Zytokine verhindern die Aktivierung von APZ, wodurch eine zusétzliche Suppression erfolgt
(Polansky and Huehn 2007).

1.8.2.2 Die Rolle von regulatorischen T-Zellen im Rahmen allergischer Erkrankungen
Bei allergischen Immunantworten kommt es zu einer vermehrten Bildung von Thl oder Th2-
Zellen und somit zu einem Ungleichgewicht des spezifischen Immunsystems. Diesee T-Zell-
Phanotypen sind am Pathomechanismus unterschiedlicher Allergien beteiligt. So kommt es
durch die Aktivierung Allergen-spezifischer Th2-Zellen zur Bildung von hohen Mengen an
IL- 4, IL-5 und IL-13. Hierdurch werden IgE-produzierende B-Lymphozyten und die
Effektorzellen der allergischen Entzundungsreaktion aktiviert. Mit zunehmender
Chronifizierung der Allergie differenzieren sich dann auch auch Thl-Zellen, die fur die Pro-
duktion von IFN-y, TNF-a und TNF-B verantwortlich und an der Zerstérung des Gewebes im
Organ beteiligt sind (Akdis, Verhagen et al. 2004; Trautmann, Kruger et al. 2005).

Die Treg Zellen haben unterschiedliche Fahigkeiten, die Entstehung einer Allergie zu verhin-
dern (Palomares, Yaman et al. 2010). Durch die direkte Hemmung der aktivierten allergen-
spezifischen Th2-Zellen, kommt es zur Reduzierung der Produktion der Th2- Zytokine (IL-4,
IL-5, IL-13), welche essentiell an der Effektorphase von allergischen Reaktionen beteiligt
sind (Akdis, Verhagen et al. 2004; Akdis and Akdis 2009). Weiterhin haben Treg-Zellen
antiinflammatorische Eigenschaften, indem sie indirekt Einfluss auf die Entwicklung des
tolerogenen Phénotyps der DZ nehmen (Wing, Onishi et al. 2008). Zudem kontrollieren Treg
Zellen die allergische Entziindungsreaktion, indem sie Mastzellen, basophile und eosinophile
Zellen supprimieren. Aullerdem blockieren sie den zytokin-abhangigen Einstrom von T-eff-
Zellen in das entziindliche Gewebe (Gri, Piconese et al. 2008; Nonaka, Ogihara et al. 2008).
Ein wichtiger weiterer Mechanismus ist das Abschwéchen der Induktion von Th1-Zellen und
somit das Verhindern einer Apoptose von Keratinozyten und Bronchialzellen, welche ansons-
ten eine Gewebsentziindung fordern wirde (Trautmann, Akdis et al. 2000; Akkoc, de Koning

et al. 2008). Zusatzlich konnen Treg Zellen auf direktem Weg B-Zellen beeinflussen und die
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Produktion von 1gG4 fordern (Meiler, Klunker et al. 2008). In unterschiedlichen Studien
konnte gezeigt werden, welche Bedeutung eine Dysfunktion von Treg Zellen in allergischen
Erkrankungen hat. So kommt es nicht nur zur Ausbildung des bereits oben beschriebenen
IPEX-Syndroms (Immundysregulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie, X-chromosomale
Vererbung), sondern auch die Manifestation atopischer Erkrankungen kann begtinstigt sein
(atopisches Ekzem, Nahrungsmittelallergien, Asthma, Rhinokonjunktivitis allergica) (Stock,
Rolinck-Werninghaus et al. 2007). Somit kdnnen Foxp3 exprimierende Treg-Zellen nicht nur
Autoimmunerkrankungen verhindern, sondern auch die Rickbildung allergischer Erkrankun-
gen positiv beeinflussen (Stock, Rolinck-Werninghaus et al. 2007). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass T-Zellen, welche TGF-p sezernieren, einen hemmenden Einfluss auf die Entste-
hung einer  Atemwegshyperreagibilitit haben und dadurch eine allergische
Atemwegsentziindung verhindern kénnen. Diese Untersuchungen stiitzen somit die Hypothe-
se, dass Treg-Zellen die Entwicklung einer allergischen Erkrankung verhindern konnen
(Stock, Rolinck-Werninghaus et al. 2007).

1.8.2.3 Adaptive und induzierte T-regulatorische Zellen

Die meist verbreitesten Typen von adaptiven bzw. induzierten Tregs sind die Trl- und Th3-
Zellen (Peterson). Die Trl-Zellen zeigen ein schwaches Proliferationsverhalten, sie sezernie-
ren das immunsupressive IL-10 und TGF-B (Fujio, Okamura et al.; Roncarolo, Gregori et al.
2006). In einer Untersuchung mit Mausen konnte gezeigt werden, dass antigenspezifische
Tr1-Zellen die Proliferation von CD4" T-Zellen supprimieren und somit die Entwicklung ei-
ner experimentellen Kolitis verhindern konnten. Weiterhin konnten Tr1-Zellen antigenspezi-
fische Immunantworten unterbinden und die pathologische Funktion von autoantigenspezifi-
schen Thl-Zellen und Th2-Zellen inhibieren (Stock, Rolinck-Werninghaus et al. 2007). Das
Zytokin 1L-10 fuhrt zur T-Zelltoleranz, einer verminderten IgE-Produktion und zu einer ge-
steigerten 19G-4 Synthese. Der immunsuppressive Effekt von Tr1-Zellen kann durch Anti-1L-
10 Antikorper neutralisiert und verhindert werden, was wiederum zeigt, dass der
Supressoreffekt von Trl-Zellen durch das ausgeschuttete Markerzytokin IL-10 vermittelt

wird.

Es wurde postuliert, dass in gesunden und allergischen Individuen die Zelltypen Thl-, Th2-
und Trl-Zellen in unterschiedlichen Verhaltnissen vorliegen (Akkoc, Akdis et al.; Akdis,
Verhagen et al. 2004), und dass eine verénderte Balance der Verhéltnisse von Th2- und Trl-
Zellen die Entwicklung von Allergien férdert bzw. vor diesen schiitzen kann, je nachdem
welcher Zelltyp dominiert (Akkoc, Akdis et al.; Akdis, Verhagen et al. 2004).
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1.8.2.4 Th3-Zellen

Adaptive Th3-Zellen wurden zum ersten Mal von Chen et al. 1994 als CD4"-Zellen beschrie-
ben, nachdem diese nach oraler Antigenexposition vermehrt in mesenterialen Lymphknoten
entstanden waren und TGF-f, IL-4 und IL-10 in unterschiedlichen Mengen synthetisierten
(Chen, Kuchroo et al. 1994). Diese Zellen supprimierten die Entstehung einer experimentell
allergischen Enzephalomyelitis und waren deshalb ein friher Hinweis darauf, dass TGF-$ und
auch 1L-10 produzierende Zellen die Entstehung pathogener autoreaktiver T-Zellen inhibieren
konnen (Stock, Rolinck-Werninghaus et al. 2007).

Th3-Zellen sezernieren in hohen Konzentrationen TGF-3, welches eine antiinflammatorische
und immunsuppressive Wirkung aufzeigt. Die Th3-Zellen besitzen keinen spezifischen Ober-
flachenmarker, mit dem sie identifiziert werden kénnten, allerdings wurde gezeigt, dass diese
Zellen, wie andere Treg-Zellen auch den Transkriptionsfaktor Foxp3 exprimieren kénnen
(Beissert, Schwarz et al. 2006). Bisher ist es noch nicht geklart, ob Trl und Th3-Zellen zu der
gleichen Subpopulation von adaptiven T-regulatorischen Zellen gehoéren, da sie einen ahnli-
chen Phanotyp aufweisen und beide Zellpopulationen ihre supprimierende Wirkung durch die
Ausschuttung von 1L-10 und TGF-p nutzen.

Thymus Peripherie
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Abb. 4: Differenzierung von regulatorischen T-Zellen im Thymus und in der Peripherie.
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Die natirlichen regulatorischen T (nTreg)- Zellen werden im Thymus aktiviert und gelangen
anschlieBend in die Peripherie, wohingegen die Differenzierung von induzierbaren
Foxp3+Treg-Zellen (iTeg) in den sekundéren lymphatischen Organen stattfindet. In der Peri-
pherie kdnnen die im Thymus entstandenen Zellen von den in der Peripherie entstandenen
Zellen phanotypisch nicht unterschieden werden. Es wird davon ausgegangen, dass sich beide
Foxp3+-T-reg-Zellpopulationen in ihrem TCR (T cell receptor)-Repertoire voneinander un-
terscheiden, da iTreg-Zellen das TCR-Repertoire naiver CD4+ Zellen aufweisen (Ziegler
2008).
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2 Ziele der Arbeit im Kontext der Typ IV-Reaktion

Es existieren bisher nur wenige Daten (ber das differentielle Vorkommen allergenspezifischer
T-Zellpopulationen, die im Rahmen einer allergischen Spéttypreaktion auf Arzneimittel, in
diesem Fall prototypisch auf Betalactamantibiotika (Penicilline, Cephalosporine),
pathophysiologisch bedeutsam sein konnen. Das Ziel der vorliegenden Studie war es daher
unterschiedliche, allergenspezifische T-Zellpopulationen und deren Markerzytokine im peri-
pheren Blut zu erfassen und genauer zu charakterisieren. Erst kirzlich konnte gezeigt werden,
dass im peripheren Blut zirkulierende, medikamentenspezifische T-Lymphozyten quantitativ
in einem Elispot-Assay nachgewiesen werden kénnen (Rozieres, Hennino et al. 2009). In die-
ser Studie fanden sich bei Patienten mit einer Amoxicillinallergie vom Spattyp im Vergleich
zu entsprechenden Soforttypallergikern deutlich vermehrt Amoxicillin-spezifische [FN-y-
sezernierende T-Zellen im peripheren Blut, was eine wesentliche Rolle dieser Zellen bei der
Ausbildung dieser Spattypreaktion nahe legte. Eine andere Studie analysierte bei fiinf Patien-
ten mit Spattypallergie auf unterschiedliche Arzneimittel verschiedene zytokinsezernierende,
medikamentenspezifische T-Zellen (Beeler and Pichler 2006). Aufgrund der geringeren An-
zahl der Patienten und der unterschiedlichen allergieausldsenden Medikamente lie3en sich
hier keine einheitlichen pathophysiologischen Muster nachweisen. Diese Untersuchung zeigte
allerdings, dass arzneimittelspezifische T-Lymphozyten selbst zwo6lf Jahre nach Auftreten der

allergischen Reaktion noch im peripheren Blut nachweisbar sind (Beeler and Pichler 2006).
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3.1 Patientenmaterial

Vollblut

Patienten der Universitatsklinik fir
Dermatologie und Allergologie Marburg

3.2 Losungen und Zusatze fur die Kultivierung humaner Zellen

Fotales Kalberserum (FCS)

PAA Laboratories GmbH, Célbe

Humanes Serum (PHS), Typ AB

PAA Laboratories GMBH, Célbe

L-Glutamin 200mM mit Penicillin
(10.000U/ml)/Streptomycin
(10.000ug/ml)

PAA Laboratories GMBH, Célbe

RPMI 1640 Medium, ohne L-Glutamin

Lonza, Vervies, Belgien

3.3 Zytokine und Proteinantigene

Interleukin 2, human

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Interleukin 7, human

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Phytohdmagglutinin (PHA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnell-
dorf

3.4 Betalactamantibiotika

Amoxicillin Hexal, Holzkirchen
Ampicillin Ratiopharm GmbH, Ulm
Cefixim Mylan dura GmbH, Darmstadt
Cefuroxim Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg v.d.H.
Penicillin G InfectoPharm Arzneimittel, Heppenheim
Penicillin VV Sanofi-Aventis Deutschland GmbH

Frankfurt am Main

28



3 Material

3.5 Chemikalien

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC,;
C14H14N2)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnell-
dorf

Ammoniumchlorid (NH4CI)

Mallinckrodt Baker, Griesheim

Dimethylsulfoxid (DMSO; C,H¢OS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnell-
dorf

Dulbecco’s PBS 1x (ohne Ca2*™* Mg?")

PAA Laboratories GMBH, Célbe

Essigséaure (C,H40,)

Merck KGaA, Darmstadt

Ethylendiamintetraacetat (EDTA,;
C10H16N20g)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnell-
dorf

FACSClean Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
FACSFlow Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
FACSRinse Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumacetat (C,H3sNaO,)

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumazid (NaN3)

Merck KGaA, Darmstadt

N,N Dimethylformamid DMF; C3H;NO)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf

Pancoll, human

PAN-Biotec GmbH, Aidenbach

Paraformaldehyd (PFA; (CH,0)n)

Merck KGaA, Darmstadt

2-Propanol (C3HgO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnell-
dorf

Rinderalbumin Fraktion V (BSA)

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe

Tyrpanblau-L6sung 0,4%

Sigma- Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf

Wasserstoffperoxid 30% (H,0,)

Merck KGaA, Darmstadt

3.6 Puffer und Kulturmedien

Puffer/Medium Zusammensetzung
ACK-Lysis-Puffer 0,15M NH4CL
+ 1mM KHCO;
+0,1mM EDTA
auf 11 ddH,0O

pH 7,2-7,4 einstellen
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Puffer/Medium

Zusammensetzung

FACS-Puffer

Dulbecco’s PBS 1x + 1% BSA + 0,1
NaN3

Sterile Filtration mittels Stericup 0,22pm
(Millipore)
Lagerung bei 4°C

Einfriermedium FCS
+ 10% DMSO
RPMI™ RPMI 1640

+ 100U/ml Penicillin
+ 100ug/Streptomycin
+ 2mM L-Glutamin

3.7 Antikorper fur durchflusszytomertische Analysen

Spezifitat Isotyp Konjugat
CD4 Maus 1gG1, k FITC Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg
CD25 Maus 1gG1, k APC Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg
CD127 Maus 1gG1, k PE Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg
Iso-K Maus 1gG1, k FITC Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg
Iso-K Maus 1gG1, k APC Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg
Iso-K Maus 1gG1, k PE Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg

(Iso-K = Isotypkontrolle)

3.8 Kommerzielle Tests flr die serologische und zellulare Diagnostik

BD™ ELISPOT Human IL-5 ELISPOT Set

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

BD™ ELISPOT Human IL-10 ELISPOT Set | Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Set

BD™ ELISPOT Human IFN- y ELISPOT

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
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3.9 Verbrauchsmaterialien

24-/48-well (Loch)-Platten, steril

Nunc GmbH & Co.KG, Wieshaden

Combitips 5ml, steril/unsteril

Eppendorf, Hamburg

Deckgléschen fur Neubauer Z&hlkammer, 20
X 26mm

Menzel GmbH & Co.KG, Braun-
schweig

Einweg-Pipetten 1ml, 5ml, 10ml, 25ml,
50ml, steril

Greiner, Frickenhausen

Einfrier- R6hrchen (Cryo’s) 2ml, steril

Greiner, Frickenhausen

FACS-Ro6hrchen (Polystyren-Réhrchen 5ml)

Becton Dickinson GmbH, Heidel-
berg

Millex®-Sterilfilter, PorengréRe 0,22um

Millipore GmbH, Schwalbach

Monovette® (CPDA)

Sarstedt, Nimbrecht

Monovette® (Serum- Gel)

Sarstedt, NUimbrecht

Pasteurpipetten Glas

Hirschmann Laborgerdate GmbH &
Co.

Pipettenspitzen

Kalensee, Giefen

Reaktionsgefale 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg

Stericup® 250ml, 500ml PorengroBe 0,22pm

Millipore GmbH, Schwalbach

Zentrifugen-Roéhrchen 15ml, 50ml

Greiner, Frickenhausen

3.10 Gerate

Analysenwaage 770

Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen
Frommern

Auflicht-Mikroskop Axiostar

Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen

CO,-Incubator HERAcell® 150

Heraeus Kendro, Laboratory Products
GmbH, Langenselbold

Durchflusszytometer FACSCalibur

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Einfrierbehalter Qualifreeze

Nunc GmbH & Co.KG, Wieshaden

ELISPOT Scanner Eli.Scan

A.EL.VIS, Hannover

ImmunoCap®100

Phadia AB, Uppsala, Schweden

inverses Mikroskop Invertoskop 1D03

Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen

Kuhlzentrifuge Magafuge® 1.0

Heraeus Kendro Laboratory Products
GmbH, Langenselbold

Magnetriihrer IKAMAG® RET

IKA Labortechnik, Staufen
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Mehrkanalpipette Dicovery 20-200pl

ABIMED, Langenfeld

Multipipette® plus

Eppendorf, Hamburg

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG
Lauda-Konigshofen

pH-Meter Cyber Scan pH 510

Eutech Instruments Europe bv,
Nijerk, Niederlande

Pipettenhilfe BD Falcon TM Express TM

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Pipetten Research® 10ul, 100pl, 200pul,
1000l

Eppendorf, Hamburg

Préazisionswaage 440-49N

Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern

Reagenz- Reservoir

Nunc GmbH & Co.KG, Wieshaden

Sterilbank HERAsafe®

Heraeus Kendro Laborator Products
GmbH, Langenselbold

Stickstofftank Chronos 200

Cryotherm GmbH & Co.KG, Kirchen

Vortexmixer IKA® Genius 3

IKA Labortechnik, Staufen

3.11 Software

Photoshop® CS2

Adobe

BD Cell Quest™ Pro

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Eli.Analyse ELISPOT Analysis Office
Software V4.2

A.EL.VIS, Hannover

Endnote X2

Thomson ResearchSoft,USA

GraphPad Prism

GraphPad Software, USA

Microsoft® Excel

Microsoft, USA

Microsoft® Word

Microsoft, USA
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4.1 Patienten

Insgesamt wurden 34 Probanden aus der Klinik fir Dermatologie und Allergologie der Phi-
lipps-Universitat Marburg in die Antibiotika-Studie eingeschlossen. Die 34 Probanden wur-
den in vier Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe beinhaltete Patienten mit einer Spéttypaller-
gie auf Betalactamantibiotika (Nachweis durch Anamnese und positiven Hauttest; n=8), die
zweite Gruppe waren Patienten mit einer Soforttypallergie auf Betalactamantibiotika (Nach-
weis klinisch oder durch Labordiagnostik; n=5), die dritte Gruppe bestand aus Patienten ohne
anamnestische Betalactamantibiotika-Allergie, die aufgrund einer Operation eine prophylakti-
sche Betalactamantibiotikatherapie erhielten (n = 9). Die letzte Gruppe beinhaltete gesunde
Kontrollprobanden (n = 12) ohne Betalactamantibiotikaexposition. 17 der 34 Teilnehmer wa-
ren Frauen. Das Durchschnittsalter betrug 55 Jahre mit einer Spannweite von 23-90 Jahren.
Jeder Proband gab zu Beginn der Studie seine unterschriebene Einverstandniserklarung zur
Teilnahme an den wissenschaftlichen Untersuchungen ab. Die Studie war von der
Ethikkomission der Medizinischen Fakultat der Philipps-Universitat genehmigt worden. In

der folgenden Tabelle sind die Ein- und Ausschlusskriterien fur die Studie aufgefuhrt.

Tab. 2: Ein- und Ausschlusskriterien zur Studienteilnahme

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Allergie vom Soforttyp oder Spéttyp auf Kontraindikationen gegen die Gabe von
Betalactamantibiotika mit entsprechender positiver Anamnese Betalactamantibotika

Nachweis einer Sensibilisierung gegen Betalactamantibiotika im Minderjéhrige und nicht einwilligungsfa-
Prick-, Intracutan-, oder Epikutantest hige Patienten

serologischer Nachweis Betalactamantibiotika-spezifischer IgE-
Antikorper

4.2 Klinische Evaluationen

Die klinische Bewertung, d.h. die Erfassung der jeweiligen Anamnese der Testpersonen, die
Durchfiihrung der kutan-vaskuldren Testungen und die orale Provokation auf Station zu Be-
ginn der Studie, fihrten arztliche und technische Mitarbeiter der Allergieambulanz der Klinik
fur Dermatologie und Allergologie der Philipps-Universitdt Marburg durch.
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4.2.1 Pricktest

Der Pricktest dient zum objektiven Nachweis einer IgE-vermittelten Soforttypallergie gegen
Betalactamantibiotika. Das Prinzip des Tests besteht darin, das Allergen in die Dermis zu
bringen und auf den dort liegenden Mastzellen oberflachlichgebundenen spezifischen IgE-
Antikdrpern in Kontakt zu bringen. Kommt es zu einer Aktivierung von Mastzellen durch die
Quervernetzung der spezifischen IgE-Antikorper, fihrt dies zu einer Freisetzung von Media-
toren aus der Zelle. Die im Wesentlichen durch Histamin ausgeltste Testreaktion zeigt sich in

Form einer Quaddel und Rotung.

Der Test wurde an der Volarseite des Unterarms der jeweiligen Testpersonen durchgefihrt.
Hierbei wurde 5-10 pl eines Betalactamantibiotikas (Benzylpenicillin, 1 Mio IE (300 mg/ml);,
Phenoxymethylpenicillin, 1,2 Mega gelost in 5ml 0,9% NaCl-Lésung (137 mg/ml);
Amoxicillin, 200mg/ml; Ampicillin, 100 mg/ml; Cefuroxim, 50mg/ml; Cefixim, 200 mg ge-
I6st in 5 ml 0,9% NaCl-Losung (40mg/ml)) auf die Haut getropft und anschlieend mit einer
Pricklanzette bei einem Stich in die Haut durchstoRen, sodass die jeweiligen Substanzen in
die Epidermis eindringen konnten; gleichzeitig musste darauf geachtet werden, dass es hierbei
nicht zu einem Blutaustritt kommt. Im Vergleich wurden immer zwei Kontrolltestungen
durchgefihrt, eine Positivkontrolle mit Histaminhydrochloridlésung (0,1%) und eine Nega-
tivkontrolle mit physiologischer Kochsalzlésung. Dadurch kann die Hautreaktion auf das je-
weilige Betalactamantibiotikum besser beurteilt und interpretiert werden. Die Ablesung der
Hautreaktion erfolgte nach 20 Minuten, hierbei wurde auf die jeweilige GroRe und auf den
Durchmesser von Quaddel (Urtikaria) und Erythem (R6tung) geachtet und diese mit der Posi-
tivkontrolle verglichen. Als positives Testergebnis galt ein mittlerer Quaddeldurchmesser von
>3mm. Das Ausmal} der Quaddelbildung wurde in Relation zur Histamin-induzierten Quad-
del bewertet. Beim einfach positiven (+) Ergebnis war die Quaddel kleiner als, beim zweifach
positiven (++) identisch gro3 wie und beim dreifach positiven (+++) groRer als die Quaddel in
der Positivkontrolle. Wenn das Ergebnis vierfach positiv (++++) war, so zeigten sich zusatz-

lich Auslaufer (Pseudopodien).
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Abb. 5: Schematische Darstellung eines Prick-Tests. Die oben dargestellte Abbildung zeigt ein Testergebnis
des Prick-Tests am volaren Unterarm. Das Test-Allergen ruft eine einfach positive Reaktion hervor
(links im Bild), die folgende Kriterien erfallt: Erythem (R6tung), Quaddel (Urtika) groRer als 3mm,
aber kleiner als die Positivkontrolle mit 0,1% Histaminhydrochloridlésung (rechts im Bild). In der Mit-

te findet sich die Negativkontrolle (physiologische Kochsalzlgsung).

4.2.2 Intrakutantest

Der Intrakutantest wurde ebenfalls an der Volarseite des Unterarms durchgefiihrt. Hierbei
wurde zur Vermeidung unspezifischer Irritationen eine 100fach mit 0,9% NaCl-Ldsung ver-
dinnte Menge der unter 4.1.1. aufgeflihrten Konzentrationen der parenteralen
Antibiotikalosungen Benzylpenicillin, Amoxicillin, Ampicillin und Cefuroxim in eine sterile
Tuberkulinspritze aufgezogen und mit einer Kanule intradermal injiziert. Mit jedem injizier-
ten Volumen wurde eine Quaddel von ca. 3mm Durchmesser gesetzt. Fiir jedes unterschiedli-
che Betalactamantibiotikum wurde eine neue Spritze mit Kanile verwendet, sodass es beim
Zurucklaufen der Flussigkeit nicht zur Kontaminationen kommen konnte. Bei der Durchfiih-
rung des Tests wurde eine Negativkontolle mit physiologischer Kochsalzlésung mitgefiihrt.
Die Ablesung der Testergebnisse erfolgte nach 20 Minuten. Der Grad der positiven Reaktion
wurde anhand des Vergleichs mit der injektionsbedingten Quaddel bestimmt, wobei eine Zu-

nahme des Quaddeldurchmessers von mind. 3 mm als positiv beurteilt wurde.
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4.2.3 Epikutantest

Vor der Durchfiihrung des Epikutantests wurde bei jeder einzelnen Testperson darauf geach-
tet, dass die zu testende Hautpartie keinen pathologischen Befund aufzeigte. Des Weiteren
mussten die Testpersonen dartiber aufgeklart werden, dass sie wéhrend der Testung weder
Baden noch Duschen bzw. auf kdrperlich anstrengende Aktivitdten verzichten sollten, um das

Ablosen des Epikutanpflasters zu vermeiden.

Der Epikutantest wurde am oberen Riicken ca. 2-4cm beidseits der Wirbelsdule angewandt.
Der obere Riicken wurde fur die Testung ausgewéhlt, da die Reaktionsbereitschaft dort am
stérksten ist und diese von kranial nach kaudal abnimmt. Allgemein wurde zu Beginn des
Tests bei jedem Patienten die betroffene Stelle mit verdiinntem Alkohol gereinigt und die
Haut somit von Unreinheiten beseitigt. Bei trockener Haut werden dadurch zudem nicht haf-
tende Hornzellen entfernt. Danach wurden entsprechend der Empfehlungen von Brockow
(Brockow, @ Romano et al. 2002) die zur Pricktestung  verwendeten
Betalactamantibiotikaldsungen (siehe 4.2.1) in die leeren Testkdmmerchen des
Epikutanpflasters gegeben und auf den Ricken aufgeklebt. Durch die Pflaster blieben die zu
testenden Substanzen an der vorgesehenen Stelle und konnten dadurch in die Haut einwirken.
Nach 48 Stunden wurde das Pflaster entfernt. Danach wurden die betroffenen Hautpartien mit

einem Stift markiert. Die Ablesungen erfolgten 48h und 72h.

Grundlage der Beurteilung des Epikutantests ist die Morphe der im Testfeld induzierten
Hautverdnderung. Entsprechend der VVorgaben der Deutschen Kontaktallergiegruppe wurden
die Teststellen am Ricken zum Zeitpunkt von 48h und 72h mit einem ,,+* gewertet, die ein
Erythem, Infiltrat oder diskrete Papeln aufzeigten, mit “++*, die zusatzlich noch Vesikel auf-
wiesen, mit “+++, falls konfluierende Vesikel an der betroffenen Stelle sichtbar waren. Jedes
dieser Symbole wurde als allergische Reaktion gewertet. Follikulare Reaktionen (follikular
gebundene Papeln) wurden in die Bewertung mit dem Symbol ,,f ““ eingeordnet. War nur ein
Erythem sichtbar, aber kein Infiltrat, wurde die Reaktion mit einem Fragezeichen bewertet.
Irritative Reaktionen (,,ir*) zeigten einen sogenannten Seifen- oder Ringeffekt, eine Blase
oder auch Nekrose konnte zudem sichtbar sein. Wenn keine Veranderungen an den getesteten

Hautpartien zu sehen waren, so wurde die Reaktion als negativ bewertet.
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Abb. 6: Durchfuhrung eines Epikutantest mittels ,, Finn Chamber. “ Die oben aufgefiihrten Abbildungen (a und
b) zeigen die Durchflihrung und das Ergebnis eines Epikutantests nach Saal-Hellwig. Das auslsende
Allergen wird hierbei in geringer Konzentration in kleinen Testkammern aus Aluminium, so genannten
»Finn Chambers “, gegeben und in der Regel rechts und links der Wirbelsdule am Ricken auf die Haut
geklebt. Die vorbereiteten Testpflaster werden dann nach 48 bzw. 72 Stunden abgelesen (Meves 2006).
In b) zeigen sich entsprechende Sensibilisierungen und somit positive Testergebnisse. Unter den
Kammern lassen sich je nach Reaktion R&tungen (Erytheme) mit Bldschen oder Papeln erkennen
(Uter, Hegewald et al. 2005).

4.2.4 Orale Provokationstestung

Die OPT wurde bei dem Teil der Patienten mit Verdacht auf Betalactamantibiotikaallergie
durchgefuhrt, bei denen sich durch Haut- oder Labortests keine Sofort- oder Spattypallergie
diagnostizieren lielRen. Fir die Durchfihrung wurden die Patienten in einer symptomfreien,
klinisch stabilen Phase stationdr aufgenommen. Bei Patienten mit schwerer klinischer Symp-
tomatik in der Anamnese (z.B. anaphylaktischer Schock, Arzneiexanthem mit innerer Organ-
beteiligung, schwere blasenbildende Arzneireaktion) wurde von einer OPT abgesehen.

Die OPT erfolgte als doppelblind placebokontrollierte Gabe mit steigender Konzentration des
jeweiligen Betalactamantibioticums. Im Rahmen der Testungen wurde das Antibiotikum in
unterschiedlicher Wirkstoffmenge (Tabelle 4) oral verabreicht und bis zu einer bestimmten
Einmaldosis und einer kumulativen Gesamtdosis in 90-minitigen Abstdnden verabreicht.
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Nach der Einnahme des Antibiotikums wurde in unterschiedlichen Zeitabstanden (nach 30,
60, und 90 Minuten), die Vitalparameter gemessen und der Patient wurde nach seinem All-
gemeinbefinden befragt. Je nach Hauterscheinungen und objektiver Allgemeinsymptomatik

wurde der Patient behandelt und die Ergebnisse schriftlich dokumentiert.

4.3 Zellulare Diagnostik

4.3.1 Messung des spezifischen und Gesamt-IgE auf Betalactamantibiotikum

Mittels kommerziellen Phadia ImmunoCap System wurden die Gesamtmengen der zirkulie-
renden IgE-Antikorper (Gesamt-IgE) sowie die Penicillin G, Penicillin V, Ampicillin und
Amoxicillin-spezifischen IgE-Konzentrationen bei jedem Patient im Serum bestimmt. Das
Messprinzip beruht auf einem Fluoro-Enzym-Immuno-Assay (FEIA), hierbei binden die
menschlichen IgE-Antikorper kovalent an das ImmunoCap. Nachdem die Serumproben in die
ImmunoCaps gegeben und diese mit enzym-markierten anti-IgE inkubiert wurden, konnte mit
einer Enzym-Substrat-Reaktion die Fluoreszenzintensitat mit einem entsprechenden Messge-

rat detektiert werden.

4.3.2 Zellseparation mittels Dichtegradienten-Zentrifugation

Fur die In-vitro-Untersuchungen wurde den Patienten peripheres Vollblut in einem mit
Antikoagulantien versetzten CPDA (Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin) Réhrchen entnom-
men. Anschlielend erfolgte die Isolierung der PBMC (periheral blood mononuclear cells)
mittels Dichtegradienten-Zentrifugation. Das flr die Trennldsung eingesetzte Pancoll ist ein
hydrophiles Zuckerpolymer, welches eine Dichte von 1,077g/ml besitzt. Wahrend der
Zentrifugation des CPDA-Blutes kam es zu einer Aggregation von Erythrozyten und
Granulozyten. Erythrozyten haben eine erhohte Dichte und lagern sich am Boden des
Zentrifugenréhrchens ab. Darliber kommt es zur Aggregation der Granulozyten. Die Ubrigen
Zellen, bestehend aus Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten besitzen die niedrigste
Dichte und bilden daher eine konzentrierte Grenzschicht zwischen der phosphatgepufferten

Salzlésung (PBS) und dem Pancoll.
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Abb. 7: Schematische Darstellung einer Zellseparation mittels Dichtegradienten-Zentrifugation (modifiziert

nach BIOCOMPARE): Pre-Spin = vor Zentrifugation: die obere Schicht stellt das verdunnte Blut dar,
das auf Ficoll geschichtet wird. Post-Spin = nach Zentrifugation: die oberste Schicht mit der geringsten
Dichte besteht aus Plasma und Thrombozyten, danach kommt die Schicht mit den PBMC (peripheral
blood mononuclear cells), darunter die Trennlésung (Ficoll) und Granulozyten (Gran). Die unterste

Schicht mit der hochsten Dichte sind die Erythrozyten, die sich nach Aggregation am Boden ablagern.

Durchfiihrung:

Das Vollblut der Patienten in den CPDA-R&hrchen wurde zu Beginn bei 1.300rpm (4°C;
10min) zentrifugiert, um das Blutplasma von den zelluldaren Blutbestandteilen zu entfernen.
Danach wurde das abgesetzte Blutplasma abpipittiert und in Cyro-Tubes bei -20°C eingefro-
ren. Die zelluldren Blutbestandteile wurden dann in einem Verhéltnis von 1:2 mit PBS ver-
dinnt. Im Anschluss wurde das zelluldre Blut/Plasma-Gemisch vorsichtig auf das in den Fal-
con-Rohrchen vorgelegte Pancoll geschichtet und bei 1500rpm (20C°; 30min) zentrifugiert.
Nach dem Zentrifugieren entstand die (PBMC)-Grenzschicht zwischen PBS und Ficoll. Diese
wurde abpipettiert und in ein neues Falconréhrchen Uberflhrt, mit PBS aufgefullt und erneut
bei 1800rpm (4°C; 10min) zentrifugiert. Es folgte im Anschluss ein erneuter Waschschritt mit
Zentrifugation (1300rpm; 4°C; 10min), wobei der Uberstand immer dekantiert und verworfen
wurde. Im letzten Schritt wurde das vorhandene PBMC-Pellet in RPMI** resuspendiert. Eine
Zellprobe wurde mittels 0,4% Trypanblau-L6ésung in einem Verhaltnis 1:1 verdinnt und an-
schlieBend die Lebendzellzahl in einer Neubauerzahlkammer bestimmt. Durch den
Trypanblau-Farbstoff wurden die lebenden Zellen von den toten Zellen unterschieden. Der
Farbstoff konnte die Membran vitaler Zellen nicht passieren, wodurch die Lebendzellen farb-

los unter dem Lichtmikroskop erscheinen. Die toten Zellen zeigten hingegen eine dunkelblaue
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Anféarbung aufgrund des Farbstoffdurchtritts und der selektiven Anfarbung zytosolischer Pro-
teine. Zur Berechnung der Lebendzellzahlen wurden dann vier GroRquadrate der Neubauer-
Zahlkammer ausgewertet (Flache: 1mm?, Tiefe: 0,1mm und Volumen: 0,1pl) und anschlie-
Rend die Zahl lebender Zellen innerhalb der Zellsuspension mittels der nachfolgenden Formel

bestimmt:
Zellzahl/ml = Summe der gezéhlten Zellen/4 x Verdiinnungsfaktor (=2) x 10 4

4.3.3 Kryokonservierung und Auftauen der PBMC

Fur die Kryokonservierung mussten die in RPMI™ aufgenommenen Zellen erneut
abzentrifugiert werden (1300 rpm 4°C; 10min). Nachdem der Uberstand verworfen wurde
konnte das Zellpellet in Einfriermedium (FCS mit 10% DMSQO) resuspendiert werden. Hier-
bei wurde von einer Zelldichte zwischen 5-10 x 10 PBMC/ml ausgegangen und in die Ein-
frierréhrchen Gberfihrt. In einem mit 2-Propanol beflllten Einfrierbehalter (Temperaturab-
nahme 1°C/min) wurden die Zellen auf -80°C heruntergekuhlt, um anschlieRend in fliissigen

Stickstoff bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt zu werden.

4.3.4 Durchflusszytometrie

Die Grundlage der Durchflusszytometrie oder auch FACS-Analyse (fiir Fluorescence
activated cell sorting) ist die quantitative Bestimmung von GrolRe, Granularitdt, Oberfla-
chenmolekdilen und intrazelluldren Proteinen in Einzelsuspensionen zur phéanotypischen Cha-
rakterisierung von Lymphozyten. Die mit spezifischen Fluoreszenzfarbstoff-markierten Anti-
korpern beschichteten Einzellzellsuspensionen passieren Lichtstrahlen unterschiedlicher Wel-
lenlange (von 488 bzw. 635nm). Es wird zum einen die Lichtstreuung, zum anderen das emit-
tierte Fluoreszenzlicht der Antikdrper-gekoppelten Fluorchrome erfasst. Die Zellen streuen
einen Teil des Lichts, welches mittels Photomultiplier (Detektoren) nachgewiesen wird. Die
Menge des gestreuten Lichts korreliert mit der GroRe, Volumen und dem jeweiligen Aufbau
der Zelle. Das Vorwartsstreulicht (FSC, forward scatter) ist ein Mal fur die Beugung des
Lichts im flachen Winkel und hangt vom Volumen der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht (SSC,
side scatter) ist ein MaR fiir die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von der Granula-
ritdt der Zelle, der GrofRe und Struktur ihres Zellkerns und der Menge der Vesikel in einer
Zelle beeinflusst wird. Gleichzeitig mit dem gestreuten Licht werden im Durchflusszytometer
die farbstoffgekoppelten Antikdérper und deren unterschiedliche Fluoresenzintensitat gemes-
sen, die in den entsprechenden Fluoreszenzkandlen detektiert werden. Die zeitgleiche Erfas-

sung von bis zu vier Farbstoffen kann durch das Einsetzen von zwei lonenlaser gewahrleistet
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werden, die Fluoresenzmolekiile von unterschiedlich markierten Zellen anregen. Hierzu zéh-
len der Argon-lonenlaser, der Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) er-
fasst, und der Diodenlaser, der Allophycocyanin (APC) stimuliert. Anhand der Bestimmung
der Expression unterschiedlicher CD-Antigene, die auf der Zelloberfliche der einzelnen
Lymphozytenpopulationen vorhanden sind, werden die einzelnen lymphozytischen Subgrup-
pen differenziert, charakterisiert und somit ihr Immunphéanotyp bestimmt.

Durchfihrung:

Zu Beginn der Messung wurde das Patientenvollblut mit Ammoniumchlorid-
Kaliumhydrogencarbonat (ACK) Lysis-Puffer im Verhaltnis 1:10 fur 5 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert und anschliefend bei 1200rpm (4°C; 8min) zentrifugiert. Dieser Schritt wurde
durchgefuhrt, um vorhandene Erythrozyten, die das Streulicht der Lymphozyten tberlagern,
durch einen Flussigkeitsinflux zum Platzen zu bringen und somit zu beseitigen. Nach dem
Dekantieren des Uberstandes wurde erneut mit ACK-Lysis-Puffer aufgefiillt und fir 5 min
inkubiert, es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt mit den gleichen Einstellungen. Im An-
schluss wurden die Zellen in RPMI™*-Medium gewaschen und in FACS-Puffer fiir die nach-

folgende durchflusszytometrische Untersuchungen resuspendiert.

435 Frequenzanalyse von CD4"CD25*CD127°" regulatorischen T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie

Die Phénotypbestimmung CD4*CD25'CD127" anhand der Oberflachenmarker von Treg-
Zellen und deren Frequenz wurden mittels Durchflusszytomerie direkt nach Entnahme des
Patientenblutes durchgefiihrt. Hierfiir wurden wie in Kap. 4.3.2 beschrieben die Erythrozyten
durch ACK-Lysis aus dem CPDA-BIut entfernt und anschlieBend die Zellen in FACS-Puffer
aufgenommen. Jeweils 1x10° Zellen wurden in 1ml FACS-Puffer aufgenommen und dann bei
1600rpm (4°C; 5min) zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstands wurden die farb-
stoffgekoppelten Antikdrper bzw. die Isotypkontollen (nach Herstellerangaben) zu den Zellen
hinzugefugt und resuspendiert. Es folgte eine Inkubationszeit von 20 min auf Eis im Dunkeln.
Danach wurden die Zellen zweimal mit je 1ml FACS-Puffer gewaschen (1600rpm; 4°C;
5min) und fir die durchflusszytometrische Messung in einem Volumen von 250ul FACS-
Puffer aufgenommen. Die Bestimmung der Lymphozytenpopulation, basierend auf der Ex-
pression unterschiedlicher Oberflaichenmarker, wurde mit Hilfe des FACS-Calibur™-
Durchflusszytometer und der dazugehérig entsprechenden CellQuest™ Software durchge-
flhrt.
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4.3.6 Frequenzanalyse antigenspezifischer T-Zellen durch das enzyme-linked
immunospot (ELISPOT)-Verfahren

Seit 1983 wird das Prinzip des ELISPOT-Assay genutzt. Er ist einer der sensitivsten Metho-
den, um antigenspezifische T-Zellen auf Einzelzellebene anhand der Sekretion von
Effektormolekilen (Zytokinen) zu quantifizieren (Czerkinsky, Nilsson et al. 1983). Er basiert
auf dem Verfahren des ELISA, hat aber im Vergleich eine hdhere Sensitivitat und Spezifitat,
da er nicht die Gesamtkonzentration des Zytokins bestimmt, sondern einzelne stimulierte an-
tigenspezifische Immunzellen anhand ihrer Zytokinsekretion nachweist. Der ELISPOT stellt
eine zuverldssige und reproduzierbare Methode zum Nachweis ausgewahlter zytokin-
produzierender T-Zellpopulationen dar (Gabrielsson, Soderlund et al. 2001; Mashishi and
Gray 2002; Lindemann, Bohmer et al. 2003).

Auf einer mit monoklonalen capture-Antikorpern beschichteten, hydrophoben Immobilion-P
(Polyvinylidenflourid; PVDF) Membran in einer 96-well-MultiScreen-Platte kommt es nach
Zugabe der Zellsuspension innerhalb der Sekretionsphase (zwischen 2-24h) zur Freisetzung
der Zytokine von antigenspezifischen T-Zellen. Die monoklonalen capture-Antikorper binden
die von den Zellen ausgeschtteten Zytokine. Im Anschluss werden die Zellen durch mehrere
Waschvorgange entfernt. Ein biotinylierter Detektionsantikérper und ein nachfolgend zuge-
gebenes enzymgekoppeltes Konjugat gehen eine Wechselwirkung ein. Durch das anschlie-
Rende Hinzufiigen eines chromogenen Substrates tritt eine kolorimetrische Reaktion ein, die
das gebundene Zytokin als farbigen Punkt (Spot) sichtbar macht. Durch ein computergesteu-
ertes Analysesystem kdnnen die einzelnen Spots quantifiziert werden. Die Frequenz der de-
tektierten  Spots nach  Antigenstimulation  korreliert  folglich mit der  Zahl

zytokinsezernierender Zellen.

4.3.7 Frequenzanalyse von Betalactam-spezifischen T-Zellen durch das ELISPOT-
Verfahren bei Allergikern und gesunden Kontrollen

Durchfiihrung:

1. Tag) Zellaufbereitung:
Zu Beginn wurden die kryokonservierten PBMC im Wasserbad aufgetaut und in einer
Konzentration von 1x10° PBMC/ml in Kulturmedium (RPMI™* + 10% PHS) auf eine 24-
well-Platte pipettiert. Es folgte die Primarstimulation der Zellen mit den jeweiligen Anti-
biotikum: 200ug/ml Penicillin, 200pug/ml Amoxicillin, 50ug/ml  Cefuroxim. Eine

unstimulierte Kontrolle, d.h. ohne Zugabe eines Antigens diente als Negativkontrolle.
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10.

Tag) Expansion antigenspezifischer Zellen durch Wachstumsfaktoren:
Nach 48h Inkubation bei 37°C wurden den Zellen die Wachstumsfaktoren IL-2 (10U/ml)
und IL-7 (10ng/ml) zugefiigt, um eine Expansion antigenspezifischer T-Zellen zu errei-

chen.

Tag) Zugabe der plattengebundenen Antikorper:
Nach weiteren fiinf Tagen folgte die Zugabe der monoklonalen capture-Antikorpern anti-
human IFN-y, anti-human IL-5 und anti-human IL-10 (5ug/ml Endkonzentration) auf die

Membran und eine Inkubation iber Nacht bei 4°C.

Tag) Blockieren der ELISPOT-Membran und Restimulation der Zellen:

Am nachsten Tag wurden die Platten mit RPMI™ + 10% FCS blockiert. Die Aufberei-
tung der Zellen erfolgte durch Resuspension in RPMI™ und anschlieBendem
Zentrifugationsschritt bei 1200rpm (4°C; 8min). Es folgte die Aufnahme der Zellen in
RPMI** + 10% PHS (1x10%ml) und danach die Restimulation mit den unterschiedlichen
Konzentrationen der Antibiotika (200pg/ml Penicillin und 200pg/ml  Amoxicillin,
50ug/ml Cefuroxim) sowie einer Positivkontrolle (1% PHA) der Zellen. Pro well wurden
100p! RPMI™ + 10% PHS inklusive der entsprechenden Antibiotika vorgelegt und an-
schlieBend die (2x10° Zellen/100pl) hinzugefiigt. AnschlieBend erfolgt eine Inkubations-
phase fur 20h bei 37°C und 5% CO..

Tag) Detektion:

Zum Schluss wurde der sekundare Detektionsantikdrper, das Enzymkonjugat
Streptavidin-HRP (horse radish peroxidase) und das AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol)-
Substratreagenz nach Anweisungen des Herstellers (BD Biosciences) hinzugefugt. Da-
raufhin wurde das gebundene Zytokin mittels kolorimetrischer Reaktion sichtbar ge-
macht. Es kam zur Entwicklung der Spots.

Tag) Auswertung

Nach einer Trocknungsphase der Membran (iber Nacht konnten die Spots mittels eines
ELISPOT-Lesegerats (Eli.Scan F-3200) und der dazugehodrigen Software Eli.Analyse
V4.2 erfasst und ausgewertet werden. Die Frequenz der jeweiligen Betalactamantibiotika-
spezifischen Zellen ergab sich aus dem Median der in Triplikaten bestimmten Proben.
Hierfir wurde die Anzahl der Spots in der unstimulierten Probe von der Spot-Anzahl des

antibiotikastimulierten Ansatzes subtrahiert.
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ELISPOT

(1) Membrangebundene zytokinspezifische caprure-
Antikdrper auf dem Boden einer 96-well-Platte

(2) Zugabe der antigenstimulierten T-Zellen

(3) Wihrend der Inkubation kommt es zur Sekretion
der Zyvtokine mit Bindung an die capiure-

{4) Die Zellen werden entfarnt und ein enzvm-
gekoppelter Detektionsantikérper wird
hinzugefiigt

(5) Zugabe des Chromogens' Farbstoffsubstrats

(6) Durch das umgewandelte Substrat kommt es
mur Entstehung sichtbarer Spots am
urspriinglichen Ort der zvtokinsezernierenden
Zellen

{7) Die Anzahl der Spots korreliert mit der
Frequenz zvtokinsezernierender Zellen

Abb. 8: Schematische Darstellung eines ELISPOT Assays (modifiziert nach MABTECH)

44



5 Ergebnisse

5 Ergebnisse
5.1 Resultate der allergologischen Testungen mit Betalactamantibiotika

Die Studie umfasste 4 Probandengruppen, deren T-zellulare Reaktivitdten auf
Betalactamantibiotika (Penicillin G, Amoxicillin, Ampicillin, Cefuroxim) evaluiert werden
sollten. Es waren Patienten mit einer Soforttyp- oder Spattypallergie auf ein
Betalactamantibiotikum sowie 2 Kontrollgruppen, bei denen anamnestisch keine
Betalactamantibiotikaallergie bestand. Von den initial inkludierten 48 Probanden wurden
nach vergleichender Evaluation der Anamnese, allergologischer Untersuchungsergebnisse
und Routinelaborparameter (IgE-Diagnostik) 14 fur die T-Zelldiagnostik ausgeschlossen.
Dies betraf ausschlieRlich Probanden mit urspriinglichem Verdacht auf eine Spattypallergie
auf ein Betalactamantibiotikum (Abb. 9). Die nicht-allergischen Kontrollgruppen umfassten
Probanden, die einem Betalactamantibiotikum zum Zeitpunkt der T-zelluldren Diagnostik
exponiert waren (in diesem Fall Patienten, die eine Antibiotikaprophylaxe im Rahmen einer

operativen Basaliomentfernung erhielten) und unbehandelte, gesunde Kontrollpersonen.

('-F‘- --\-"‘\
/" 4 Probandengruppen N
f 1) Soforttypallerzilcer \
| 2) Spittypallersiler |
Y 3)Keine Allergie, + Betalactamantibiotilkem /

\\,_ 4)Keme Allergie, ken B atah:tzmmtﬂ:intil:um/’

l

o

d Klinik ~
/ Probandenrelrutierung nach Anamnese ) -
{ und klini sch@ E rscheinungsbild \'. I_/’ Hauttests ™\
[ (N=48) } lv-l:l Laborentnahmen |
| . 3 Sofortvpallers ilcar | i
5 » 22 Spattvpallerziker N el -
\\ * % Basaloompatisntzn
\R"-\-\_ ¢ 12 Gesunde Kontrollen -
o~ s : l m— /" Antikbrper-Diagnostik ™
in-vitro-Diagn ostik A { g en )
K = —— FACS )
) Le y \__ ELISPOT Y,

l

—

e Vergleich ™~
,-"/ von Klinikund in-vitro-Diagnostik AN
f (N = 34)
|I . 5 Eoforttypallerziker
\ . 8 Spittypallersiker )’I

AN 9 B asaliompatientan Vi

.. ®* 12Gesund= Kontrollen __/"
— -

Abb. 9: Durchfihrung der Studie mittels Flussdiagramm. Zu Beginn wurden vier Probandengruppen festge-

legt, die alle mit den Spéttypallergikern verglichen werden sollten. Auf Grundlage der Anamnese so-
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wie des klinischen Erscheinungsbildes wurden insgesamt 48 Probanden fiir die Studie rekrutiert. Nach
Durchfiihrung von Hauttests, Laborentnahmen und z.T. OPT wurde mit der in-vitro-Diagnostik begon-
nen. Hier wurden Gesamt- und spezifische IgE-Antikorpert, T-Zellfrequenzen, FACS-Analyse und
ELISPOT-Assays bestimmt. Im Anschluss wurden die klinischen Daten mit den Ergebnissen der in-
vitro Experimente verglichen und ermittelt. Von den urspriinglich 48 Patienten konnten letztlich nur 34
Probanden ausgewertet werden. Es kam zu Drop-outs da klinische Erscheinungsbilder wéhrend der ur-
spriinglichen allergischen Reaktion nicht mehr nachvollziehbar waren oder die Laborbefunde keine

eindeutige Zuordnung erlaubten.

Tab. 3: Patientencharakteristik der jeweiligen Probandengruppen

Probanden-

gruppen Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4

Anzahl n=>5 n=2_8 n=9 n=12

Geschlecht 5/0 2/6 3/6 715
(weib-
lich/mannlich)

Alter (in Jah- 50,2 57,5 72,1 39,0
ren)?

Spannweite des | 24-66 40-80 56-90 26-72
Alters (in Jah-
ren)

Gesamt-1gE 52,1 23,7 59,2 71,05
(KUA/I)®

Spannweite des | 5,61-163 7,35-212 3,5-827 7,55-395
Gesamt-IgE
(KUA/)

 Mittelwert
" Daten sind als Median dargestellt

Bei acht von den insgesamt acht Spattypallergikern hatte sich die Allergie als
makulopapuléses Exanthem manifestiert (Abb.10). Ein Patient war anamnestisch als AGEP
beschrieben, wurde aber nicht in die Spattypgruppe einbezogen (Abb.11 zeigt die Reaktion
des AGEP-Patienten im Epikutantest).
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Abb. 10: Ruckbildung eines klassisch  Abb. 11: Deutliche Spéttypreaktion im Epikutantest.
makulopapuldses Exanthems am Rumpf Am  linken  Schulterblatt -  ohne
nach Einnahme eines Penicillinpréparats. Tesafimabriss - zeigte sich nach 6h ein Ery-

them mit Vesikeln (++) auf Ampicillin. Die
Reaktion auf Amoxicillin ist verstarkt und
deutlich konfluierende Vesikel (+++) sind
sichtbar. Am rechten Schulterblatt wurde der
Test mit Tesafilmabriss durchgefihrt, hier
konnten die gleichen Reaktionen nach 72h

festgestellt werden.

Bei funf Soforttypallergikern kam es in der Anamnese zu einer Urtikaria. Hiervon wiesen
zwei zusatzlich noch ein Quinke-Odem auf. Drei der fiinf Soforttypallergiker hatten neben der
klassischen Erscheinungsform noch eine systemische Reaktion. Die Patienten klagten tber
Kopfschmerzen, Ubelkeit oder Kreislaufsymptomatik mit teilweise auftretender Benommen-

heit bis hin zur Bewusstlosigkeit.

Zwei Spattypallergiker sowie finf Soforttypallergiker stimmten einer OPT mit dem jeweili-
gen Betalactamantibiotikum zu. Die zwei Spéttypallergiker wurden bei der OPT auf ein Aus-
weichantibiotikum getestet, welches gut vertragen wurde. Bei den Soforttypallergikern been-
deten zwei den OPT vorl&ufig aufgrund eines Exanthems bzw. wegen Unwohlsein auf das
jeweilige Antibiotikum. Ein Soforttypallergiker wurde wegen Kontraindikationen (eindeutige
Anamnese, ausgepragte allergische Reaktionen auf Amoxicillin im Prick- und Intrakutantest)
von der OPT ausgeschlossen. Die Abbildung 12 zeigt die Reaktion der Patientin nach 20 Mi-

nuten im Intrakutantest.
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Abb. 12:

Amoxicillin

Reaktion auf

Eindeutige
(Quaddel-Nr.4) im Intrakutantest. Die Re-
aktion ist nach 20 Minuten im Intrakutantest
aufgetreten und mit ++++ bewertet worden.
Anamnestisch hatte die Patientin zuvor auch
auf Amoxicillin reagiert und dabei Quad-
deln am ganzen Korper entwickelt die mit
Ubelkeit, Kreislaufproblemen und Bewusst-
losigkeit einhergingen. Aufgrund der weite-
ren Untersuchungsergebnisse wurde diese
Patientin zu Beginn von der oralen Provo-

kationstestung ausgeschlossen.

Abb. 13: Nach oraler Provokationstestung zeigt sich

an unterschiedlichen Stellen des Integument
(hier dorsal des rechten Oberarms) ein
dem

Exanthem nach Provokation mit

Batalactamantibiotikum Clindamycin.

Tab. 4: Reaktionen der Allergiker aus Gruppe 1 und 2 im Uberblick

Patient | Gruppe |Klinik Sytemische Prick- IgE |ECT |OPT
Reaktion /Intra-
cutantest
Pat. 1 |1 Urtikaria/ |Kopfschmerzen |+ - - Roxithromycin
Quinke- | Unwohlsein E'300mg/G?500mg
Odem Schwiche (Ausweichantibiotikum)
Pat.2 |1 Urtikaria/ |- + - - Phenoxypenicilli
Quinke- N 1,29
Odem Cefuroxim
500mg
(Ausweichantibiotikum)
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Patient | Gruppe |Klinik Sytemische Prick- Ige  |ECT |OPT
Reaktion /Intra-
cutantest
Pat.3 |1 Urtikaria |Ubelkeit + - - Cefixim
Erbrechen E200mg/ G%320mg
Durchfall Clindamycin
E1600mg/ GZQZOmg
(Ausweichantibiotika)
Pat. 4 |1 Urtikaria |Ubelkeit + - - nicht
Kreislaufdysreg durchgefuhrt
u-lation mit
Synkope
Pat. 5 |1 Urtikaria |- + - - Doxycyclin
Elloomg/ G2200mg
(Ausweichantibiotikum)
Keine Reaktion
Pat. 1 |2 Makulopa |- - - +*  |Nicht
puldses durchgefihrt
Exanthem
Pat. 2 |2 Makulopa |- +* - +*  |Nicht
puldses durchgefihrt
Exanthem
Pat. 3 |2 Makulopa |- +* - Nicht | Nicht
pultses durch |durchgefiihrt
Exanthem gefih
rt
Pat. 4 |2 Makulopa |- +* - +*  |Nicht
pultses durchgefihrt
Exanthem
Pat.5 |2 Makulopa |- - - +* | Cefixim
pU|f)S€S (Ausweichantibiotikum)
Exanthem Ex400mg/ G1200mg
Keine Reaktion
Pat.6 |2 Makulopa |- +* - +* | Cefixim
puldses (Ausweichantibiotikum)
Exanthem 400mg/400mg
Keine Reaktion
Pat. 7 |2 Makulopa |- +* - +* Nicht
puléses durchgefihrt
Exanthem
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Patient | Gruppe |Klinik Sytemische Prick- Ige  |ECT |OPT
Reaktion /Intra-
cutantest
Pat.8 |2 Makulopa |- - - +*  |Nicht
pultses durchgefuhrt
Exanthem
Pat.1 [keine AGEP - - - +* Nicht
durchgefihrt

E™: Einzelhdchstdosis

G% kumulative Gesamtdosis

* Ablesung nach 48 und/oder 72 h

Die Tabelle (4) zeigt die Patienten der Gruppe 1 und 2 und deren Reaktionen in den einzelnen Tests.

5.2 Unterschiede humoraler Faktoren nach Betalactamexposition/- testung

5.2.1 Bestimmung der Gesamt- und spezifischen Immunglobulin-E-Konzentration in
allen vier Probandengruppen

Mit Hilfe des ImmunoCap-Systems wurden die Konzentrationen an Gesamt-IgE und der Pe-
nicillin G-, Penicillin V-, Ampicillin- und Amoxicillin-spezifischen IgE-Antikorper im Serum
der Patienten bestimmt. In den vier Probandengruppen wurden keine Konzentrationen an spe-
zifischen IgE groRer 0,1KUA/I detektiert. Auch bei der Messung der Gesamt-IgE-
Antikdrperkonzentrationen konnte zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied fest-
gestellt werden. Durch die Antikorper-Diagnostik konnten die Soforttypallergiker somit nicht

von den anderen drei Gruppen abgegrenzt werden.

5.3 Veranderungen zellularer Faktoren nach Betalactamexposition/-testung

5.3.1 Frequenzen Betalactam-spezifischer T-Zellpopulationen nach Stimulation mit
dem jeweiligen Betalactamantibiotikum

Das Vorkommen unterschiedlicher T-Zellpopulationen im peripheren Blut wurde mittels
Elispot-Assay untersucht. Nach Betalactam- bzw. PHA-Stimulation wurde die Anzahl der
Zellen, die durch die Sekretion eines spezifischen Markerzytokins charakterisiert war, mit
Hilfe des ELISPOT-Assays quantitativ erfasst (Abb.14). Durch die Freisetzung der Zytokine
IFN-y, IL-5 und IL-10 konnten die Zellen spezifischen T-Zellsubpopulationen zugeordnet
werden. IFN-y-Spots reprisentieren hierbei Betalactam-spezifische Thi-Zellen, IL-5" Spots
Th2-Zellen. Die Produktion des Zytokins IL-10 nach Antibiotikastimulation gab einen Hin-

weis auf das Vorkommen moglicher Betalactam-spezifischer Tr1-Zellen.
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Unstimulierte Kontrolle

+200pg/ml Amoxicillin

+PHA

IFN- y |

33 spots

64 spots

. 1l40spots

(Th1) | 1! s | | /

Abb. 14: Frequenzbestimmung der zytokinsezernierenden T-Zellen mittels ELISPOT Verfahren. In der Abbil-
dung ein charakteristischer ELISPOT-Assay am Beispiel des Nachweises von IFN-y-produzierenden
Zellen. Es wurden drei unterschiedliche Ansétze durchgefiihrt (die unstimulierte (Negativ-) Kontrolle,
Stimulation mit dem jeweiligen Betalactamantibiotikum, auf das der Patient im Epikutantest eine Sen-
sibilisierung zeigt (hier Amoxicillin 200ug/ml; alternativ wurde mit 200ug/ml Benzylpenicillin oder
50ug/ml Cefuroxim stimuliert) und mit Phyohamagglutinin (PHA) als Positivkontrolle. Die verschie-
denen Ansatze dienten der Berechnung von CD4*T-Zellen, die eine spezifische Immunantwort auf
Betalactamantibiotika zeigten. Dabei wurden die Spots der unstimulierten Kontrolle von den
betalactamstimulierten Proben abgezogen, das Ergebnis reflektiert die Anzahl an Spots pro 2x10° peri-
pheren mononukleéren Blutzellen (PBMC).

Das Zytokin IFN-y wird hauptsachlich von CD4" Th1-Zellen gebildet. Doch andere Zellen
wie Monozyten/Makrophagen, CD8" zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen produzieren eben-
falls dieses Zytokin. Da nicht nur Th1l-Zellen, sondern auch die NK-T-Zellen den Oberfla-
chenmarker CD4 besitzen, kdnnen IFN-y-Spots theoretisch auch durch NK-T-Zellen hervor-
gerufen worden sein. I1L-5 wird iberwiegend von CD4" Th2-Zellen gebildet, allerdings kann
es auch von Eosinophilen und Mastzellen sezerniert werden. IL-10 wird den Tr1-Zellen zuge-
ordnet, allerdings gibt es auch eine Vielzahl von weiteren Zellpopulationen die das Zytokin
produzieren, hierzu zahlen u.a. Th2-Zellen, Foxp3™ Treg-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und
NK-T-Zellen.

Entsprechend nach der in (Abb.14) veranschaulichten Vorgehensweise wurden die
zytokinproduzierenden Zellen mittels ELISPOT nach Stimulation mit dem jeweiligen
Betalactamantibiotikum, auf das bei den Patienten der Gruppen 1 oder 2 eine Allergie be-
stand, bestimmt. Um eine maximale Stimulation der einzelnen Zellen zu erreichen, wurden
fur das Betalactamantibiotikum (Amoxicillin, Benzylpenicillin und Cefuroxim) unterschiedli-
che Konzentrationen bei Probanden aus den Gruppen 1 und 2 ausgetestet. Es wurden fir
Benzylpenicillin und Amoxicillin Ansatze mit 100pug/ml, 200ug/ml, 500pug/ml und 1mg/ml
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ausgetestet. Bei Amoxicillin zeigte sich, dass bei der Konzentration von 200ug/ml die groBte
Anzahl an Antibiotika-spezifischen Spots fur alle drei T-Zell-assoziierten Zytokine (IL-5,
IFN-y und IL-10) im ELISPOT detektiert werden konnte (Abb. 15). Bei 1mg/ml konnte dage-
gen kein Spot detektiert werden, sodass anzunehmen ist, dass diese Konzentration einen toxi-
schen Effekt zur Folge hatte. Die gleichen Konzentrationen wurden auch fir Benzylpenicillin
ausgetestet. Hier zeigten sich vergleichbare Ergebnisse, weswegen ebenfalls die Konzentrati-
on von 200ug/ml Benzylpenicillin fir die nachfolgenden ELISPOTS verwendet wurde.
Cefuroxim wurde mit den Ansatzen 2ug/ml, 5ug/ml, 10ug/ml, 20pg/ml, 50ug/ml und
100pg/ml ausgetestet. Hier zeigten sich bei 50ug/ml Cefuroxim die hdufigste Anzahl
Anitibiotika-spezifischer Spots. Eine Konzentration ab 200pg/ml konnte eindeutig als zu hoch

angesehen werden, da nur wenig Spots detektiert werden konnten.

Amoxicillin
ﬁ 150- ® ®IL5
A @ IL-10
) 100 o ® O IFNy
dJ g 50"
|
9 S ° °
N& 20- o
3 3 ®
83
Eg 10- O
=
‘E‘ @
N O-M =D @), —_

N o~y N @

Abb. 15: Beispielgrafik mit den unterschiedlichen Konzentrationsansatzen fir das Antibiotikum Amoxicillin.
Bei einer Konzentration von 200pg/ml konnten fir die unterschiedlichen Zytokine (IL-5, 1L-10 und

IFN-y) die meisten Spots detektiert werden.

In der Gruppe 1 (n=5) liel? sich ein Anstieg der Betalaktam-spezifischen IL5-produzierenden
Zellen beobachten, aufgrund der geringen Fallzahl konnte allerdings keine Signifikanz
berechenet werden. Bei den anderen Gruppen zeigten sich keine deutlichen Zunahmen der IL-
5 sezernierenden T-Zellen (Abb.16).
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Abb. 16: Die Frequenzen Interleukin (IL)-5-produzierender Th2-Zellen in den vier Probandengruppen. Eine
tendenzielle Zunahme Betalaktam-spezifischer (IL)-5-produzierender Zellen konnte in der Gruppe 1
nach Antibiotikastimulation gesehen werden. In den anderen Gruppen zeigten sich keine deutlichen
Anstiege.

Die Frequenz von Betalactam-spezifischen IFN-y-sezernierenden Zellen war weder in der
Gruppe 1 noch 2 erhoht, wahrend sich flr einzelne Probanden der Kontrollgruppen 3 und 4
hohere Zellzahlen fanden (Abb.17).

O

=

E 100 -

o

o

S 804

o <
N

— 60 4

n

°©

o 40+

n <
b} <
; 20 -

‘0 A o
o

o 04 EEHEEHE ~sinfciniedoiobe- —ale-
I>- 1 1 1 1

E Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
- (n=5) (n=9) (n=10) (n=12)

Abb. 17: Die Frequenzen IFN-y-produzierender Thl-Zellen in den vier Probandengruppen. Weder in der Grup-
pe 1 noch 2 fanden sich vermehrt Betalaktam-spezifische, IFN-y-produzierende Th-1-Zellen. Eine
tenzielle Erhdéhung der Zellzahl war bei den Kontrollgruppen 3und 4 zu sehen.
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Die Stimulation mit den Betalactamantibiotika flihrte zu keinen wesentlichen Zunahmen der
Betalaktam-spezifischen IL-10-sezernierenden Zellen in den verschiedenen Probandengrup-
pen (Abb.18)
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Abb. 18: Die Frequenzen Interleukin (IL)-10-produzierender T-Zellen in den vier Probandengruppen. In allen
vier Gruppen konnte keine vermehrte Anzahl Betalaktam-spezifischer 1L-10-produzierender T-Zellen
beobachtet werden.

5.3.2 Frequenzen von Amoxicillin-spezifischen T-Zellpopulationen bei Nicht-
allergischen Patienten unter Antibiotikatherapie

Die Gruppe 3 bestand aus Patienten, die aufgrund eines operativen Eingriffs (Entfernung ei-
nes Basalioms) prophylaktisch fiir 3 Tage Amoxicillin erhielten (2x1000 mg/Tag). Es kam zu
einer allmahlichen, jedoch letztendlich nicht signifikanten Zunahme IFN-y-produzierender,
Amoxicillin-spezifischer Th1-Zellen innerhalb des 3-tdgigen Behandlungsverlaufs (Abb.19a).

Bei der Frequenz von IL-5-sezernierenden Zellen war nur am 2. Tag eine leichte Zunahme der
Amoxicillin-spezifischen Th2-Zellen zu erkennen, allgemein war jedoch kein signifikanter
Unterschied uber den Behandlungszeitraum von drei Tagen zu sehen. Beim Frequenzverlauf
der Trl-Zellen konnte an am dritten Tag eine tendenzielle Zunahme der Betalaktam-

spezifischen IL-10-produzierenden T-Zellen beobachtet werden.
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Nicht-Allergiker unter Antibiotikatherapie
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Abb. 19: Verénderung IFN-y-sezernierender Th1-Zellen in der Gruppe 3 unter systemischer Amoxicillingabe.

Es zeigte sich eine geringe Zunahme IFN-y-produzierender Amoxicillin-spezifischer CD4"-Zellen am

3. Tag der Amoxicillingabe, die aber nicht signifikant war.
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Abb. 20: Veranderung IL-5-sezernierender Amoxicillin-spezifischer Th2-Zellen in der Gruppe 3 unter systemi-

scher Amoxicillingabe. Es zeigt sich eine minimale Zunahme der Amoxicillin-spezifischen IL-5 pro-

duzierenden Th2-Zellen am 2. Tag der systemischen Amoxicillingabe.
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Abb. 21: Veranderung IL-10-sezernierender Tr1-Zellen in der Gruppe 3 unter systemischer Amoxicillingabe. Es
zeigt sich eine geringe Zunahme von Amoxicillin-spezifischen 1L-10" T-Zellen am 3. Tag der systemi-
schen Amoxicillingabe.

5.3.3 Proportionale Veranderungen der Betalaktam-spezifischen T-
Zellsubpopulationen

Von besonderer Bedeutung flr die Auswirkungen auf ein Krankheitsbild scheint das Verhalt-
nis unterschiedlicher T-Zellpopulationen zueinander zu sein (Akdis, Verhagen et al. 2004). So
wird davon ausgegangen, dass eine Normalisierung des Ungleichgewichts unterschiedlicher
Allergen-spezifischer T-Zellpopulationen zu einer Verbesserung eines allergischen Krank-
heitsbildes flhren konnte. Aus diesem Grund wurde das Verhéltnis zwischen pathologischen,
Betalaktam-spezifischen Thl und Th2-Zellen zu den potentiell protektiven Trl-Zellen be-
stimmt. Des Weiteren wurde das Verhaltnis zwischen Th1l und Th2-Zellen gegenuiber gestellt.
Der Quotient der Betalacatam-spezifischen Th2-Zellen zu Trl blieb in den Gruppen 2, 3 und
4 unverandert. Ein leichter Anstieg des Verhaltnisses war allerdings bei den Soforttypallergi-
kern (Gruppe 1) zu beobachten. Insgesamt zeigten sich nach Stimulation mit dem
Betalactamantibiotikum in allen vier Gruppen jedoch keine statistisch signifikanten Unter-
schiede flr das Th2- zu Trl-Verhaltnis. Das Verhdltnis von Betalactam-spezifischen Thil-
Zellen zu Trl-Zellen und auch von Thl zu Th2-Zellen war in allen 4 Gruppen gleichermal3en

unverandert.
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Abb. 22: Das Verhdltnis von Betalaktam-spezifischen T-Helfer-2-Zellen (Th2) zu Typ-1-regulatorischen T
(Tr1)-Zellen. Innerhalb der einzelnen Gruppen zeigte sich bis auf die Soforttypallergikergruppe (Grup-
pe 1) keine Unterschiede des Verhaltnisses IL-5 produzierender zu IL-10 produzierender Zellen.
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Abb. 23: Das Verhaltnis von Betalaktam-spezifischen T-Helfer-1-Zellen (Th1) zu T-Helfer-2-Zellen (Th2). Es

zeigten sich keine Unterschiede zwischen den einzelenen Probandengruppen.
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Abb. 24: Das Verhéltnis von Betalaktam-spezifischen T-Helfer-1-Zellen (Thl) zu Typ-1-regulatorischen T-

Zellen (Trl). Es lieRen sich keine Unterschiede zwischen den einzelen Probandengruppen feststellen.

5.3.4 Der Einfluss von Betalactamantibiotika auf die Anzahl CD4*CD25*CD127'%
regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut

Da verschiedene Untersuchungen zeigen konnten, dass CD4*CD25 Foxp3* Treg-Zellen durch
die Herunterregulierung des Oberflachenantigens CD127 gekennzeichnet sind, wurde in der
vorliegenden Studie die Kombination der Oberflachenexpression CD4*CD25*CD127'" als
Markerprofil verwendet, um die Frequenz der Foxp3" Treg-Zellen zu bestimmen (Liu, Put-
nam et al. 2006; Seddiki, Santner-Nanan et al. 2006). Um mdgliche Unterschiede der Fre-
quenz der Treg-Zellpopulationen zwischen den einzelnen Patientengruppen (Soforttypallergi-
ker = Gruppe 1, Spéttypallergiker = Gruppe 2) und Kontrollgruppen zu detektieren, wurde die
Anzahl der CD4"CD25'CD127°" Treg-Zellen im peripheren Blut der Patienten aus den vier

verschiedenen Gruppen direkt nach Blutennahme analysiert.

Die durchflusszytometrische Messung zeigte keine Veranderung der Treg-Zellen bei den Pa-
tienten der 2 Allergikergruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Abb. 21a). In der
Gruppe 3 kam es wahrend der dreitdgigen Einnahme von Betalactamantibiotika zu einer Ab-
nahme der Anzahl von CD4*CD25" CD127"" Treg-Zellen (Abb. 21b).
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Abb. 25: Der Frequenzverlauf von CD4*CD25'CD127"" Treg-Zellen in den unterschiedlichen Untersuchungs-

gruppen. Es zeigt sich keine signifikante Veranderung zwischen den Allergikergruppen im Vergleich

zu den gesunden Kontrollen.
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Abb. 26: Der Frequenzverlauf von CD4'CD25'CD127"°“ Treg-Zellen in der Gruppe 3 unter dreitagiger

sytemischer Amoxicillingabe. Es zeigt sich eine geringgradige Abnahme regulatorischer T-Zellen vom

ersten auf den zweiten Tag, danach bleibt die Frequenz weitestgehend unveréandert.
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6 Diskussion

Die Arzneimittelallergie hat in der jingeren Vergangenheit sukzessive an Relevanz gewon-
nen. Sie fiihrt zu einer immunologisch vermittelten Uberempfindlichkeit auf ein Medikament,
die sich nach den zugrunde liegenden Pathomechanismen als allergische Soforttypreaktion

oder als Reaktion vom Spattyp zeigen kann.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Betalactmantibiotika gehdren zu den haufigsten
Auslosern allergischer Medikamentenreaktionen. Der Pathomechanismus einer Soforttypreak-
tion auf Betalaktamantibiotika entspricht einer klassischen IgE-vermittelten Reaktion. Im
Rahmen der Sensibilisierungsphase kommt es zur Ausbildung allergenspezifischer IgE-
Antikorper durch B-Lymphozyten, die auf Mastzellen gebunden werden und nach Querver-
netzung durch das Antibiotikum die Freisetzung von Histamin und proinflammatorischen
Mediatoren induzieren. Hiervon abgrenzen lasst sich die Spattypreaktion, bei der es zur Akti-
vierung Betalaktam-spezifischer T-Lymphozyten und zur Sekretion proinflammatorischer
Zytokine kommt. Sowohl CD4" als auch CD8" T-Lymphozyten spielen eine wesentliche Rol-
le bei der Spattypreaktion. Des Weiteren zeigte sich in einer unléngst publizierten Studie eine
Zunahme Betalaktam-spezifischer, IFN-y-sezernierender T-Zellen bei Spéttypallergikern
(Rozieres, Vocanson et al. 2009). Bisher wurden jedoch nur wenige Studien zu den
immunmodulatorischen Mechanismen bei Betalaktamantibiotika-Allergie durchgefihrt
(Beeler, Engler et al. 2006; Rozieres, Vocanson et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit wur-
den daher klinische und T-zelluldre Untersuchungen zum besseren Verstdndnis der Sofort-
und Spattyp-Allergie auf Betalaktamantibiotika durchgefiihrt. Die Patienten wurden mittels
unterschiedlicher allergologischer Testverfahren, wie Hauttests (Prick-, Intrakutan-,
Epikutantest) und orale Provokationstests genauer charakterisiert. Sodann wurden in vitro
Betalaktam-spezifische Antikorper im Serum und, die Frequenzen Betalaktam-spezifischer
Th1, Th2 und Treg-Zellpopulationen bestimmt. Daraus resultierend konnten die spezifischen
T-zellularen und humoralen Verénderungen bei Spattypallergikern im Vergleich zu anderen
Studienkohorten (Soforttyp-Allergiker, gesunde Probanden) evaluiert werden. Die T-
Zellfrequenzen wurden anhand ihrer typischen Markerzytokine IFN-y, IL-5, IL-10 erfasst und

gemessen.

Im Ergebnis dieser Studie zeigte sich eine unaufféallige humorale Antwort bei den Probanden-
gruppen. Auf zelluldrer Ebene zeigte sich interessanterweise keine Zunahme IFN-y-

sezernierender T-Zellen bei den Spattypallergikern, wéhrend sich die postulierte gesteigerte
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Th2-Zellantwort bei den Soforttypallergikern bestétigen lieR. Darlber hinaus konnte ein ge-
ringer Anstieg Betalaktam-spezifischer, IFN-y-produzierender T-Zellen bei den gesunden
Kontrollgruppen, unabhdngig ob diese mit einem Betalactam-Antibiotika behandelt wurden
oder nicht, beobachtet werden. Eine Induktion Betalactam-spezifischer Tr1-Zellen lie sich in
keiner Gruppe feststellen. Unter 3-tdgiger Amoxicillingabe zeigte sich in der Gruppe 3 ein
tendenzieller Anstieg von IL-10+ und IFN-y+ Zellen am dritten Tag, wobei sich spekulieren
lasst, ob die Zunahme Betalaktam-spezifischer Tr1-Zellen eine protektive Immunmodulation
bei ansonsten tendenziell beglnstigter Entwicklung einer Betalaktam-induzierten Thl-
Immunantwort  darstellt.  Zusétzlich wurde in der Studie die Frequenz der
CD4'CD25'CD127"" Treg-Zellen in den einzelnen Gruppen untersucht, wobei sich eine ten-
denzielle Abnahme dieser Treg-Population in der Gruppe 3 wahrend der dreitégigen systemi-

schen Betalactamtherapie zeigte.

Bei der Bewertung der zuvor benannten Punkte muss berticksichtigt werden, dass es sich bei
der vorliegenden Studie um eine Pilotstudie handelt, deren Ergebnisse aufgrund der schwieri-
gen Patientenrekrutierung nur durch eine relativ niedrige Probandenzahl reprasentiert wird
und mithin eine hohe Variabilitat der Resultate bedingen kann. Diese sollen im Folgenden

diskutiert werden.

6.1 Humorale Veranderungen

In der vorliegenden Studie wurde bei den Studienteilnehmern eine Untersuchung der spezifi-
schen IgE-Antikdrper gegen Penicillin, Amoxicillin und Ampicillin durchgefiihrt und die je-
weiligen Unterschiede in den einzelnen Gruppen miteinander verglichen. Bei einer Allergie
vom Soforttyp bilden die Patienten spezifische IgE-Antikdrper aus, die in kleinen Mengen im
Serum vorkommen. Die Antikdrper setzen sich an die IgE-Rezeptoren histaminbeladener Zel-
len, wie Mastzellen und basophile Granulozyten, die vermehrt in Haut und Schleimhduten
vorliegen. Treffen die entsprechenden Allergene auf die IgE-besetzten Effektorzellen, kommt
es zur Quervernetzung zwei benachbarter IgE-Molekile, die Zellen werden aktiviert und es
kommt zur Ausschittung u.a. von Histamin. Dieser Entziindungsmediator ist letztendlich fir
die Entstehung allergischer Sofortsymptome verantwortlich und kann zu einer Konjunktivitis,
Rhinitis oder Asthma bronchiale fiihren. Die Kreuzvernetzung von IgE durch Allergene ist

somit das Schlisselereignis der Allergie vom Soforttyp (Jin, Hantusch et al. 2008).

Im Rahmen der aktuellen Studie lieRBen sich keine signifikanten Unterschiede in der Konzent-

ration von allergenspezifischen IgE-Antikérpern in allen vier Gruppen nach
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Antibiotikastimulation nachweisen. Auch bei den Soforttypallergikern, bei denen eine erhéhte
allergenspezifische IgE-Konzentration auf das jeweilige reagierende Antibiotikum zu erwar-
ten gewesen waére, zeigte sich kein Unterschied gegentber den Spattyp-Allergikern oder ge-
sunden Kontrollen. Auch bei der Gesamt-IgE-Konzentrationen fand sich kein Unterschied zu
den Vergleichsgruppen, was bei einer Typ-1-Reaktion im Rahmen einer atopischen Diathese
zu erwarten gewesen waére, da erhohte IgE-Konzentrationen die Diagnose von Atopikern un-
termauern (Kjellman 1987). Somit zeigte sich im Gegensatz zu den Soforttyp-Reaktionen im
Hauttest (Prick- und Intrakutantest) auf die Betalaktamantibiotika, die die Diagnose einer So-

forttyp-Allergie ermdglichten keine entsprechenden IgE-Werte im Serum.

Ein Grund fir die fehlende IgE-Erhohung konnte darin liegen, dass die Halbwertszeit von
IgE-Antikorpern im Vergleich zu dem (fir die Hauttests relevanten) zellgebundenen IgE als
zu den anderen Ig-Subtypen deutlich kirzer ist (im Gegensatz zu den anderen Antikdrperklas-
sen weisen frei zirkulierende IgE-Antikorper nur eine sehr geringe Konzentration im Blut-
kreislauf und zeigen beispielsweise im Verhaltnis zu den IgG-Antikérpern ein 10%-fache nied-
rigere Konzentration in gesunden Individuen (Taylor, Gould et al. 2008). Die Halbwertszeit
des IgE im peripheren Blut betrégt 2-3 Tage, wohingegen die IgE-Antikdrper, die an Mastzel-
len gebunden sind, im Blut zirkulieren und eine Lebensdauer von mehreren Jahren aufweisen
(Platts-Mills, Vaughan et al. 2001). Die Patienten kdnnten daher entsprechend der Anamnese
noch eine positive Reaktion im Prick- und Intrakutantest auf persistierendes Betalaktam-
spezifisches IgE auf Mastzellen zeigen, wéhrend die Serum-IgE-Konzentration aufgrund des
haufig schon sehr weiten zeitlichen Abstands zur urspriinglichen Arzneimittelreaktion nicht

mehr ausreichend messbar gewesen war.

In den beiden gesunden Kohorten, den Nicht-Allergikern mit und ohne
Betalactamantibiotikatherapie sowie den Spattypallergikern waren keine erhdhten Betalak-

tam-spezifische bzw. Gesamt-IgE-Konzentrationen zu erwarten gewesen.

6.2 T-Zellulare Veranderungen nach Betalactamstimulation

6.2.1 Der Einfluss von Betalactamantibiotikum auf T-Helfer-Zellen

In den letzten Jahren wurde die immunologische Forschung durch das Thl-Th2-Paradigma
gepragt. Unterschiedliche Untersuchungsergebnisse zeigten, dass die Pathogenese einer aller-
gischen Erkrankung auf die Fehlbalance zwischen Thl und Th2-Zellimmunantworten zurtick-

zufiihren sein konnte.
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Die physiologische Funktion wvon Thl-Zellen besteht in der T-Zell-vermittelten
proinflammatorischen  Bekdmpfung von intrazellularen  Bakterien und  Viren,
pathophysiologisch spielen sie eine bedeutsame Rolle bei der Entwicklung von Autoimmun-
erkrankungen und chronischen Ekzemen bzw. Kontaktallergien. Die Th1-Zellen sind durch
die Ausschuttung des Markerzytokins IFN-y gekennzeichnet, welches ein pleiotropes Zytokin

darstellt und eine Reihe von Immunantworten induziert bzw. modelliert.

Die Th2-Zell-Immunantwort hingegen spielt eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung extra-
zellulérer Pathogene. Durch die Effektorzytokine IL-4, IL-5 und IL-13 sind Th2-Zellen an
vielen Pathomechanismen beteiligt, unter anderem an der Antikorperbildung, insbesondere
am Klassenwechsel hin zum IgE, und an der Proliferation von Eosinophilen und deren Funk-

tionen.

In unterschiedlichen Untersuchungen zeigte sich, dass die allergische Inflammation mit einer
verstarkten Th2-Zellantwort assoziiert ist und dass die Abwesenheit von immunkompetenten
Th1-Antworten, speziell die Herunterregulierung von IFN-y, die Entwicklung von allergi-
schen Erkrankungen fordert (lwamoto, Nakajima et al. 1993; Cohn, Homer et al. 1999; Dow,
Schwarze et al. 1999). Daher war die Detektion und Quantifizierung Betalaktam-spezifischer
Th1- und Th2-Zellen Gber deren assoziierte Markerzytokine nach entsprechender Allergen-

stimulation in dieser Studie von besonderem Interesse.

Interessanterweise zeigte sich allerdings, dass die Spéttypallergiker keine erhdhte Frequenz
von IFN-y-produzierenden Betalaktam-spezifischen Th1-Zellen aufwiesen. Dies steht im Ge-
gensatz zu einer anderen Studie, die eine vermehrte Prasenz von zirkulierenden Betalactam-
spezifischen T-Zellen bei Spattypallegikern im IFN-y ELISPOT-assay berichtete (Rozieres,
Vocanson et al. 2009). Ursache fur die in dieser Untersuchung gefundene geringe IFN-vy-
Antwort konnte sein, dass die Spattypallergiker ausschlielich tber Antibiotika-spezifische
IFN-y-Produktion charakterisiert wurden. Eine Studie von Pichler et al. zeigte jedoch, dass es
unterschiedliche Subtypen von Spattypallergikern gibt und die erhdhte IFN-y-Sekretion nur
einem Subtyp entspricht. So konnen auch andere Zytokine, welche nicht nur von CD4" T-
Zellen sondern auch von zytotoxischen CD8" T-Zellen gebildet werden eine Antibiotika-
induzierte Spattyp-Reaktion bedingen (Pichler 2003). Aktuelle Forschungen der Arbeits-
gruppe Klinisch-Experimentelle Allergologie von Professor Pfutzner unter Anwendung des
ELISPOT-Verfahrens zeigen beispielsweise, dass bei vielen Spattypallergikern eine vermehr-

te Granzym B-Antwort durch CD8*T-Zellen zu beobachten ist.
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Einen tendenziellen Anstieg allergenspezifischer Th1-Zellen innerhalb der PBMC konnte beli
den gesunden Kontrollgruppen detektiert werden. Frihere Studienergebnisse aus anderen Un-
tersuchungen sahen eine Verschiebung von Th2-Zellen in Richtung Th1-Zellen als allgemein
entscheidend an, um die Entstehung einer Allergie zu verhindern. Dieses Paradigma gilt nur
fur die IgE-vermittelte Soforttypallergie. Diese Annahme beruhte auf der Kenntnis der entge-
genwirkenden Funktion und Wirkung der Zytokine IL-4 bzw. IL-5 (Th2-spezifisch) und IFN-
v (Thl-spezifisch) (Kay 2001; Wong, Ho et al. 2001). So wird IFN-y in Bezug auf die mégli-
che Entwicklung einer Soforttypallergie wird eine protektive Eigenschaft zugeschrieben, in-
dem es die Produktion von IL-4 und IL-5 durch Th2-Zellen inhibiert, da es den T-bet-
Transkriptor aktiviert, der wiederum fur Thl-Zellen aktivierend und auf Th2-Zellen suppri-
mierend wirkt (Afkarian, Sedy et al. 2002; Hazlett, Rudner et al. 2002). Auch Szabo et al.
konnte bereits im Jahr 2000 feststellen, dass eine Expression des Transkriptionsfaktors T-bet
zu einer Suppression von IL-4 und IL-5 in Th2-Zellen fihrt (Szabo, Kim et al. 2000). Des
Weiteren wurde in Untersuchungen herausgefunden, dass bei einer fehlerhaften IFN-vy-
Produktion eine Pradisposition fur allergische Erkrankungen vom Soforttyp vorlag. So ergab
eine Studie, dass Patienten mit einem starken Asthma - im Vergleich zu gesunden Kontroll-
personen - eine signifikant reduzierte IFN-y-Produktion nach Allergengabe aufzeigten (Leo-
nard, Sherman et al. 1997; Renzi, Turgeon et al. 1999). Kontrovers diskutiert wird jedoch in
vereinzelten Studien, ob ein physiologischer IFN-y-Spiegel oder aber eine Reduktion der Th2-
Zytokinproduktion im Zusammenhang mit der Verhinderung einer Allergie stehen (Smart and
Kemp 2002); (M6bs 2010).

IFN-y nimmt zwar eine entscheidende Rolle in der Hemmung einer Th2-Antwort durch die
0.g. T-bet-Expression ein, aber auch der Verlust von IL-4-Rezeptoren, der durch IFN-y verur-
sacht wird, ist ein weiterer Mechanismus, der eine Suppression und dadurch eine Polarisie-
rung in Richtung einer nicht allergischen Reaktion hervorruft (Huang and Paul 1998). In der
vorliegenden Studie war eine geringe Zunahme von IFN-y-produzierenden T-Zellen in den
gesunden Kontrollgruppen zu beobachten. Daher stellt sich die Frage, ob ein Anstieg des
Zytokins IFN-y bei gesunden Patienten mdglicherweise einen protektiven Mechanismus dar-
stellt, um eine Soforttyp-Allergie, die durch IgE-vermittelte anaphylaktische Reaktionen ei-
nen wesentlich bedrohlicheren Verlauf als eine Spéattyp-Allergie nehmen kann, gar nicht erst

entstehen zu lassen.

Des Weiteren ware zu diskutieren, wieso Gruppe 3 und 4 nicht den gleichen Frequenzanstieg

von IFN-y produzierenden T-Zellen aufzeigten. Eine Erklarung kdnnte das hohere Lebensalter
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der Gruppe 3 sein. Da es sich hier um ein Kollektiv handelte, das im Rahmen eines operativen
Eingriffs zur Entfernung eines Basalzellkarzinoms (diese werden selten vor dem 50. Lebens-
jahr diagnostiziert (llona J. Frieden 2011), lag das Durchschnittsalter in der Gruppe 3 bei 72,1
Jahren im Vergleich zu der Kontrollgruppe 4 mit 39,0 Jahren. Die allgemeine adaptive Im-
munantwort schwacht sich longitudinalen Studien zufolge mit steigendem Alter ab, so dass
das adaptive Immunsystem insgesamt durch den Alterungsprozess negativ beeinflusst wird
(Nikolich-Zugich and Rudd; Nikolich-Zugich and Rudd 2010). Die Ursache fur die
Immunoseneszenz im Alter ist die Ruckbildung der Thymuszellen und der sich daraus erge-
bende Verlust an neu gebildeten T-Zellen, die sich wiederum zu antigenspezifischen T-Zellen
entwickeln konnen (Altmeyer, Barthel et al.; Altmeyer, Barthel et al. 2010). Durch Untersu-
chungen bei é&lteren Patienten, die dass 100. Lebensjahr erreicht hatten, wurden Parameter
gefunden die mit dem bei alteren Menschen in der Regel stattfindenden, fortschreitenden
,Verschlei* konform gehen. Hierzu z&hlen bspw. die Verringerung der Anzahl von B- und
T-Lymphozyten, wahrend andere Parameter wie die Chemotaxis und Phagozytose weitgehend
intakt bleiben (Goldmann, Lehne et al.; Goldmann, Lehne et al. 2010). Daher kénnte ein
Grund fir die geringere Frequenz von Betalaktam-spezifischen Th1l-Zellen in der Gruppe 3

im Vergleich zur Gruppe 4 das erhéhte Lebensalter in der erstgenannten Gruppe sein.

6.2.2 Regulatorische T-Zellen

CD4'CD25"Foxp3" Treg-Zellen sind wichtige Regulatoren fiir entstehende Immunantworten.
Wie in Kapitel 2.1 beschrieben, vermitteln Sie eine suppressive Funktion durch die Produkti-
on von Zytokinen wie TGF-B und IL-10 sowie durch Zell-Zell-Kontakt (Buckner; Collison,
Workman et al. 2007). Der Haupttranskriptionsfaktor Foxp3® wird in thymusgenerierten
CD4" Treg-Zellen gebildet und im Anschluss verlassen die naiven Foxp3™ Treg-Zellen den

Thymus und zirkulieren in der Peripherie in sekundére lymphatische Gewebe.

Eine weitere Gruppe von Treg-Zellen, die so genannten adaptiven bzw. induzierten Tregs
(iTreg-Zellen), werden direkt in der Peripherie durch Antigene induziert (Ding, Xu et al.
2012). Aufgrund der unterschiedlichen Entstehungsmechanismen besteht die Hypothese, dass
beide Treg- Zellpopulationen verschiedene Funktionen aufzeigen, und es wird spekuliert, dass
die adaptiven Treg-Zellen eine entscheidende Rolle bei der immunologisch vermittelten Pro-
tektion von Gewebsschaden nach chronischer Exposition gegeniber Fremdantigenen spielen
(Ziegler 2008).
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6.2.2.1 Typ-1-regulatorische T-Zellen

Humane Studien von Akdis et al. haben gezeigt, dass allergenspezifische Tr1-Zellen einen
dominierenden Zelltyp in gesunden Individuen nach Allergenexposition darstellen (Jutel,
Akdis et al. 2003; Akdis, Verhagen et al. 2004). Eine ungewollte Immunreaktion auf nichtpa-
thogene Umweltantigene, die Allergien induzieren, soll durch antigenspezifische Tr1-Zellen
verhindert werden (Akkoc, Akdis et al. 2011). Diese Daten werden allerdings kontrovers dis-
kutiert, da andere Studien das 0.g. Ergebnis nicht bestatigen konnten. So zeigte sich bspw. in
einer Studie mit Birkenpollenallergikern bei der gesunden Kontrollgruppe kein Anstieg von
Allergen-spezifischen Trl1-Zellen nach Exposition mit Birkenallergen (Mdbs 2010). Auch in
der vorliegenden Studie fand sich keine Zunahme von IL-10 produzierenden Zellen unter
Antibiotikaexposition durch Gabe von Amoxicillin in nicht-allergischen Probanden. Eine
Theorie besagt, dass es in gesunden und allergischen Individuen drei Zelltypen gibt, Thl-,
Th2- und Trl-Zellen, die in unterschiedlichen Verhéltnissen vorliegen und das gleiche Anti-
gen erkennen (Platts-Mills, Vaughan et al. 2001; Meiler, Klunker et al. 2008). Die Entstehung
einer Allergie kommt hiernach durch eine verénderte Balance des Verhéltnisses von Th2- zu
Trl-Zellen zustande. Je nach vorherrschendem Zelltyp kann sich eine Allergie entwickeln
(Th2-Anstieg) oder vor dieser geschiitzt werden (Trl-Anstieg) (Platts-Mills, Vaughan et al.
2001; Meiler, Klunker et al. 2008). Nach dieser Hypothese spielen Tr1-Zellen eine Schlussel-
rolle in der Toleranzinduktion gegentiber Allergenen, Auto-Transplantaten und Tumorantige-
nen (Akkoc, de Koning et al. 2008).

Antigenspezifische Trl-Zellen zeichnen sich durch ihre hohe Expression des supprimierenden
Zytokins 1L-10 aus und sind vor allem funktionell von Foxp3" Treg-Zellen durch die kontakt-
unabhéngige Inhibition des Teff-Zellwachstums in Kokultivierungsversuchen zu unterschei-
den (Mo6bs 2010). In der vorliegenden Studie fanden sich jedoch &hnliche Frequenzen der
Betalaktam-spezifischen, IL-10-sezernierenden Trl-Zellen in allen vier Gruppen. Allerdings
zeigte sich in der Gruppe 3 wahrend der dreitdgigen Antibiotikatherapie eine tendenzielle
Erhohung der Betalaktam-spezifischen IL-10 produzierenden Trl-Zellen am dritten Tag
Amoxicillingabe. Es kdnnte sein, dass eine Antibiotikatherapie bei Nichtallergikern zu einer
langsam zunehmenden Induktion protektiver IL-10-sezernierender Tr1l-Zellen flhrt. Ein &hn-
liches Phanomen zeigt sich beispielsweise bei Soforttyp-Allergikern im Rahmen einer Tole-
ranzinduktion durch regelmaRige Allergenzufuhr bei der spezifischen Immuntherapie. So
konnte in einer Studie von Pereira-Santos, et al., ein Anstieg von antigenspezifischen Trl-
Zellen in Bienengiftallergikern durch eine Ultra-Rush-Therapie nach einem Jahr festgestellt
werden (Pereira-Santos, Baptista et al. 2008). In einer anderen Studien zeigte sich eine signi-
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fikante Zunahme von IL-10-sezernierenden Zellen wenige Wochen bis Monate nach Einlei-
tung einer Allergen-spezifischen Immuntherapie (Bohle, Kinaciyan et al. 2007; Mdbs 2010).
Zum einen konnte es zu einer Expansion von Trl-Zellen aus bereits bestehenden antigenspe-
zifischen Thl- oder Th2-Gedéchtniszellen gekommen sein, zum anderen konnte die Entste-
hung neuer Trl-Zellen aus dem Pool naiver T-Zellen erfolgen (Roncarolo, Gregori et al.
2006). Maglicherweise hatten sich bei einer langeren Beobachtungsphase unter der Gabe von
Amoxicillin auch signigfikante Anstiege Amoxicillin-spezifischer IL-10 produzierender T-

Zellen in der vorliegenden Studie gezeigt.

Neben der Zeitspanne der Allergenexposition stellt sich die Frage, ob eine hohere
Amoxicillindosis zu einer verstarkten Induktion von Trl-Zellen gefuhrt hatte. In zwei Hu-
manmodellen war das Ausmal} der Toleranzinduktion abhangig von der Hohe der applizierten
Allergendosis (Meiler, Klunker et al. 2008). So zeigte sich bei nicht-allergischen Imkern, dass
bei denen, die in der Imkersaison aufgrund vermehrter Bienenstiche einer erh6hten Bienen-
giftdosis ausgesetzt waren, die bienengiftspezifischen Th1- und Th2-Zellen vermehrt in Rich-
tung allergenspezifischer Tr1-Zellen wechselten. Auch fuhrte die wiederholte Allergenexposi-
tion zu einer verminderten T-Zell-vermittelten Spatphasereaktion der Haut nach einem Bie-
nenstich mit einer gleichzeitig verminderten allergenspezifischen T-Zellproliferation und
Th1l- bzw. Th2-Zytokinsekretion. Diese T-Zell-Verédnderungen waren ca. 2-3 Monate nach

Bienengiftexposition noch nachweisbar.

In einem anderen Model mit einer erhohten Katzenhaarallergendosis wurde eine vermehrte
IgG4-Antikdrperantwort und eine Induktion IL-10-produzierender Trl-Zellen beobachtet,
ohne dass es im Anschluss zu einer neuen Sensibilisierung oder Asthmaentwicklung kam
(Platts-Mills, Vaughan et al. 2001). Diese beiden Modelle deuten daraufhin, dass es durch die
erhdhte und kontinuierliche Allergendosis zu einer in vivo-Expansion von IL-10-
produzierenden, allergenspezifischen T-Zellen kommt, die zu erniedrigten Frequenzen von
Th1- und Th2-Zellen fiihren kann. In Bezug auf die vorliegende Arbeit stellt sich daher die
Frage, ob bei den Amoxicillin-behandelten Kontrollpersonen die Einnahme einer erhthten
Antibiotikakonzentration Uber einen verlangerten Zeitraum zu einer weiteren Induktion von
IL-10-produzierenden Tr1-Zellen und gleichzeitig zu einer Erniedrigung bis hin zum Verlust
einer Thl- und Th2-Antwort fuhren wirde. Des Weiteren ist allerdings auch in Erwagung zu
ziehen, dass bei der Arzneimittelallergie ein anderer Pathomechanismus als bei Aero- bzw.

Insektengiftallergien vorliegen kdnnte, wie es ja bereits von Pichler postuliert wurde (s.0.).
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6.2.2.2 CD4'CD25'Foxp3" regulatorische T-Zellen

CD4'CD25"Foxp3" Treg-Zellen unterscheiden sich von den oben beschriebenen Tri1-Zellen
(vgl. 6.2.2.1) in der Funktion der Suppression. Die allergenspezifischen Tr1-Zellen inhibieren
nach Stimulation zytokinabhéngig, wéhrend die Suppression durch die Foxp3® Treg-Zellen
hauptsachlich zellkontaktabhéngig erfolgt (Shevach 2002; Thornton, Piccirillo et al. 2004;
von Boehmer 2005). Da die Foxp3" Treg-Zellen kein definiertes Zytokinsekretionsmuster
aufzeigen, kann diese Population nur mittels Expression ihrer Oberflachenmarker
CD4'CD25'CD127"" sowie dem intrazellularen Transkriptionsfaktor Foxp3* charakterisiert
und dadurch von anderen Treg-Zellen differenziert werden (Liu, Putnam et al. 2006). Die
Frequenz der Foxp3® Treg-Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit durch den Nachweis der
umgekehrten Proportionalitit von CD127 zu dem intrazelluldren Marker Foxp3™ ermittelt, da
die Interaktion des CD127 Promoters und des Transkriptionsfaktors Foxp3* zu einer verstark-
ten Expression von Foxp3® in CD4" T-Zellen und zu einer Reduktion von CD127 fiihrt (Liu,
Putnam et al. 2006; Seddiki, Santner-Nanan et al. 2006). Die Treg-Population umfasst somit
neben den peripher induzierten Foxp3® iTreg-Zellen auch die im Thymus generierten und im

Anschluss in die Peripherie ausgewanderten Foxp3* nTreg-Zellen.

Die Ergebnisse der aktuellen Arbeit zeigen im Vergleich der vier untersuchten Gruppen sehr
geringe Veranderungen der Frequenzen der CD4*CD25'CD127"°" Treg-Zellen, so konnte nur
eine allernfalls leicht erhéhte Zellzahl bei der Spattypallergikergruppe gegenuber den anderen
drei Gruppen festegestellt werden. Beziiglich des Frequenzverlaufs von CD4"CD25 Foxp3®
T-Zellen nach Medikamentenstimulation gibt es bislang nur wenige Studien. Der Frequenz-
verlauf von CD4"CD25'Foxp3* T-Zellen wies in einer Studie von (Pichler, Daubner et al.;
Pichler, Adam et al. 2011) eine &hnliche Tendenz auf wie in der vorliegenden Arbeit. Hier
wurden die Frequenzen von CD4"CD25" T-Zellen in verschiedenen Patientengruppen analy-
siert und miteinander verglichen. Zum Patientenkollektiv z&hlten Probanden mit einer mehr-
fachen Medikamentenallergie, einer Gruppe von Patienten mit einer Allergie auf ein Medi-
kament (monoallergisch) und gesunden Kontrollen. Die Patienten zeigten unterschiedliche
Erkrankungsbilder, die vom DRESS/DIHS bis zum MPE (maculopapular drug eruption)
reichten. Die Altersspannweite erstreckte sich von 30-81 Jahren und die klinische Remission
lag bei 4 Monaten bis zu 7 Jahren. Hierbei wurden erhohte Werte von CD4'CD25 Foxp3™ T-
Zellen in der Gruppe der polysensibilisierten Arzneimittelallergiker gegeniiber den gesunden
Kontrollen gesehen(Daubner, Groux-Keller et al. 2012). Aufgrund der zuvor beschriebenen
Ergebnisse konnte spekuliert werden, dass Spéttypallergiker mit einer Antibiotikaallergie ei-
nen Frequenzanstieg von CD4'CD25"Foxp3™ T-Zellen, wobei diskutiert wird, ob Spattyp-
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Allergiker eine verminderte Suppressionskapazitat der Treg-Zellen zeigen und daher trotz
erhohter Zellzahlen zum Allergiker werden. Letztlich gibt es wie eingangs erwéhnt zu diesem
Thema bislang nur wenige Studien, sodass es weiterer Studien bedarf, um dieses Ergebnis zu

uberprifen.

In Studien mit Soforttypallergikern ging ein Anstieg von CD25"Foxp3* Treg-Zellen im Rah-
men einer spezifischen Immuntherapie (SIT) allerdings mit einer Toleranzinduktion einher.
So konnte bei Insektengiftallergikern unter SIT ein Anstieg peripherer Foxp3™ Treg-Zellen
detektiert werden (Pereira-Santos, Baptista et al. 2008). In einer weiteren Studie mit Graspol-
lenallergikern nach zweijahriger SIT innerhalb der Graserpollensaison zeigte sich ein signifi-
kanter Anstieg von CD25 Foxp3™ Treg-Zellen in der nasalen Mukosa (Radulovic, Jacobson et
al. 2008). Allerdings bleibt unklar, ob die Ergebnisse dieser zwei zuvor zitierten Studien Spat-
typallergiker Ubertragen werden kénnen oder ob hier ein anderer Mechanismus vorliegt. Da-
riber hinaus haben andere Studien mit Soforttypallergikern diese Ergebnisse nicht bestétigen
kdnnen. So ergab weder eine Studie mit Hausstauballergikern nach einjahriger SIT (Ajduk,
Marinic et al. 2008) noch eine Studie mit Birkenpollenallergikern nach sechsmonatiger SIT
(Grindebacke, Larsson et al. 2009) einen Frequenzanstieg der CD4"CD25" Treg-Zellen. In
der Arbeit von M6bs 2010 bei Birkenpollenallergikern nach dreijahriger SIT konnte zunéchst
kein Frequenzanstieg der CD4'CD25'CD127"" Treg-Zellen detektiert werden. Nach 30-
monatiger SIT zeigte sich jedoch ein tendenzieller Anstieg der Treg-Zellen in den
hyposensibilisierten Patienten (Mdbs 2010), was wiederum dafiir spricht, dass die Dauer der

Allergenexposition einen Einfluss auf die Frequenz von Treg-Zellen haben kann.

Da bisher aber keine eindeutigen Erkenntnisse tiber den Anzahl der CD4"CD25 Foxp3™ T-
Zellen bei Allergikern und Gesunden vorliegen, sind weitere Untersuchungen mit gréReren
Patientenkollektiven notwendig, um den Einfluss einer Medikamentengabe auf die Zellfre-

quenz zu kléaren.

6.3 Fazit

Wie die vorliegende Pilotstudie zeigt, ist die Datenlage der Forschung im Rahmen der Spét-
typallergie noch sehr heterogen. Einer der Griinde mag darin liegen, dass die Spéattypallergien
bislang kaum Gegenstand vertiefter Forschung waren und es daher bislang wenige Ergebnisse
gibt. Eine weitere Ursache konnte in der erschwerten Rekrutierung Arzneimittel-allergischer

Patienten zu finden sein. Zudem sind die kausalen anamnestischen Zusammenhénge und kli-
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nische Erscheinungsbilder retrospektiv oft nur sehr schwer nachvollziehbar (auch dieser Ar-

beit liegt nur eine niedrige Fallzahl zugrunde).

Da die Arzneimittelallergie in den letzten Jahren stetig an Bedeutung zugenommen hat, ist
eine intensive Forschung in diesem Bereich von groRer Bedeutung. Die Ergebnisse der vor-
liegenden Arbeit haben einige wichtige Ansatzpunkte fiir weitergehende Forschungen aufge-
zeigt. Entgegen der urspriinglichen Erwartung zeigten sich bei den Spattypallergikern keine
erhdhten Frequenzen von IFN-y-produzierendenr Thl-Zellen gegenuber den Vergleichskol-
lektiven. Zukinftig sollte daher nicht nur auf das Markerzytokin IFN-y geachtet werden, son-
dern auch auf die fur zytotoxische CD8" T-Zellen spezifischen Zytokine, wie Perforin und
Granzym B, da davon auszugehen ist, dass bei einer Subpopulation an Spéattypallergikern eine
vermehrte Granzym B- und/oder Perforin-Antwort als entscheidende zugrunde Sekretionsab-

erration durch CD8" T-Zellen zu verstehenen ist.

Die vorliegende Arbeit zeigte zudem keine Veranderung des Frequenzverlaufs der 1L-10-
sezernierenden Trl-Zellen. Damit konnte diese Studie die Ergebnisse von Akdis, der einen
Anstieg von antigenspezifischen Tr1-Zellen in gesunden Individuen als essentiellen Mecha-
nismus in der Toleranzinduktion gegeniber Allergenen beobachtete, zumindest zunéchst nicht
fir Medikamentenexposition bestatigen. Allerdings konnte nach der dreitdgigen Behandlung
mit Amoxicillin in der Gruppe 3 ein leichter Anstieg von IL-10" und IFN-y* Zellen festge-
stellt werden, welcher wiederum ein Indiz fur einen protektiven Mechanismus darstellen

kodnnte.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit konnte spekuliert werden, dass bei medikamentenin-
duzierten Spattypallergikern eine erh6hte Frequenz von CD4"CD25 Foxp3™ T-Zellen vorlie-
gen. Da die Spattypallergie auch in diesem Punkt bislang nur wenig erforscht ist, bedarf es
weiterer Studien, um zu Kklaren, ob die héhere Anzahl an Treg-Zellen pathophysiologisch be-

deutsam oder auf andere Immunmechanismen zuriickzufihren ist.
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