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Abbildung 1:
Schwere arzneimittel-
allergische Reaktionen

A) toxisch epidermale Nekrolyse
(TEN)

B) makulopapuldses Exanthem im
Rahmen eines DRESS-Syndroms
(Drug Reaction with Eosinophilia
and Systemic Symptoms); in der
Literatur wird auch der Begriff
arzneimittelinduziertes Hyper-
sensitivitdtssyndrom als Synonym
verwendet?

Quelle: DermNet New Zealand
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/I Forschungsprojekt INA: Analyse differenzieller Gen-
und Proteinexpression zum In-vitro-Nachweis einer
Arzneimittelallergie //

Arzneimittelallergien sind medizinisch relevant und werden vermutlich, bedingt durch
den demografischen Wandel und die haufigere Arzneimitteltherapie im Alter, weiter
zunehmen. Allerdings gibt es fiir viele dieser unerwiinschten Reaktionen keine zufrie-
denstellenden diagnostischen Moglichkeiten. Demgegeniiber steht ein groBer Bedarf fiir
eine zuverlassige, in der taglichen Routine einsetzbare Diagnostik, die fiir den Patienten
ungefahrlich, nicht belastend und deren Durchfithrung mit geringem zeitlichem Aufwand
verbunden ist. Gerade In-vitro-Testungen bieten sich hier an, da sie lediglich eine Blutab-
nahme erfordern. Ein weiterer Vorteil ist die einfache Mdglichkeit, mehrere Arzneimittel
zu testen, wenn verschiedene Arzneimittel als Ausloser infrage kommen.

Das durch den Europaischen Fonds fiir regionale Entwicklung (EFRE) und das Land Nord-
rhein-Westfalen (Leitmarkt Gesundheit.NRW) geforderte Projekt INA hat daher zum Ziel,
durch Nutzung moderner, innovativer Methoden Grundlagen zu erforschen, die es ermég-
lichen sollen, zukiinftig einen fiir den Routineeinsatz geeigneten diagnostischen In-vitro-
Test zum Nachweis von Arzneimittelallergien zu entwickeln.

ARZNEIMITTELALLERGIEN

Das klinische Spektrum von Arzneimittelallergien reicht von harmlosen Hautausschlagen (Exanthemen)
bis hin zu t6dlichen Reaktionen wie beispielsweise dem allergischen Schock oder der toxisch epiderma-
len Nekrolyse (siehe Abbildung 1). Meist ist die Haut, gelegentlich sind aber auch andere Organsysteme,
wie z.B. die Leber oder die Blutbildung, betroffen." Die genaue Inzidenz und Pravalenz von Arzneimit-
telallergien in Deutschland und auch weltweit sind unbekannt, geschatzt sind ca. sieben Prozent der
Allgemeinbevélkerung betroffen.” In Bezug auf die Pathophysiologie der Reaktionen wird im klinischen
Alltag weiterhin die Klassifikation nach Coombs und Gell verwendet (mittlerweile mit Subdifferenzie-
rungen), die vier Formen (I [=Soforttyp] bis IV [=Spéttyp]) unterscheidet.!




Bundesinstitut

% & fiir Arzneimittel

30

und Medizinprodukte

METHODEN ZUM NACHWEIS VON ARZNEIMITTELALLERGIEN

Der belastbare Nachweis, aber auch der Ausschluss einer Arzneimittelallergie sind fiir den Patienten,

die behandelnden Arzte und das Gesundheitssystem von groBer Bedeutung. So ist beispielsweise die
Verwendung von Ersatzantibiotika bei vermuteter Penicillinallergie mit héheren Kosten, mehr Neben-
wirkungen und der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen verbunden.® Die Diagnostik von Arzneimittel-
allergien erfolgt durch:

e Anamnese: Fiir die Anamnese gibt es standardisierte Fragebdgen.*> Allerdings ist die Anamnese
gerade in Bezug auf die Klinik der Reaktion nicht immer zuverléssig.®

¢ In-vitro-Testungen: Bei den In-vitro-Testungen konnen Verfahren, die spezifische Antikdrper vom
Typ IgE nachweisen, von zelluldren Testsystemen unterschieden werden. Die Bestimmung des spe-
zifischen IgE ist nur bei Soforttypreaktionen hilfreich und hat dort keine (iberzeugende Sensitivitat.
Fur die Betalaktam-Antibiotika wird eine Spannweite von 0—75 Prozent angegeben.” Weiterhin sind
diese Testverfahren nur fiir sehr wenige Wirkstoffe verfigbar (Penicillin, Amoxicillin oder Cefaclor)
und oftmals mehrere Jahre nach der Reaktion nicht mehr zuverlassig.® Demgegentiber stehen die
zellularen Testsysteme, wie z.B. der Lymphozytentransformationstest (LTT), der vorzugsweise bei
Spéttypreaktionen eingesetzt wird. Der LTT ist in seiner traditionellen Form jedoch zeitaufwendig
und storanfallig und damit fur die tagliche Routinediagnostik ungeeignet.’

¢ In-vivo-Testungen (=Hauttestungen): In-vivo-Testungen, wie der Prick- und Intrakutan-Test,
sind zeitaufwendig und haben oft keine hohe Sensitivitat.> Dariiber hinaus sind lokale oder selten
auch generalisierte Reaktionen méglich und das Risiko einer iatrogenen Sensibilisierung kann nicht
ausgeschlossen werden. Gerade fiir Kinder und ltere oder multimorbide Patienten sind daher In-vi-
tro-Testungen wesentlich besser geeignet. Weiterhin sind Prick- und Intrakutan-Test im Wesentlichen
bei Soforttypreaktionen hilfreich und dort auch nur fir wenige Wirkstoffe etabliert und standardisiert.®

¢ Provokationstestungen: Provokationstestungen sind aufgrund der Gefahr einer allergischen
Reaktion nicht risikofrei und werden von Patienten aus Angst vor den mdglichen Reaktionen oft
abgelehnt. Sie werden auch nur in wenigen groBen Kliniken durchgeftihrt. Darliber hinaus sind sie
bei anamnestisch schwereren Reaktionen aus Sicherheitsgriinden kontraindiziert.”

Zusammenfassend gibt es fir viele arzneimittelallergische Reaktionen keine zuverldssige, in der
Routine einsetzbare diagnostische Mdglichkeit, die fir den Patienten ungefahrlich, nicht belastend und
mit geringem zeitlichem Aufwand verbunden ist. Demgegeniiber steht der dringende Bedarf fir ein
solches Testsystem, wie es bereits auch von der europaischen Fachgesellschaft flir Arzneimittelallergien
beschrieben wurde.™

DER LYMPHOZYTENTRANSFORMATIONSTEST (LTT)

Der LTT wird in seiner traditionellen Form seit den 1960er Jahren verwendet. Es handelt sich um

einen zellbasierten In-vitro-Test zum Nachweis von Allergien, der je nach klinischem Krankheitsbild

und Arzneimittel variierende Sensitivitaten (ca. 40-65 %) und Spezifitdten (ca. 90-97 %) aufweist."
Methodisch werden im LTT sogenannte PBMC (periphere mononukleére Zellen) des Patienten mit dem
verdachtigten Arzneimittel koinkubiert.? Unter den PBMC befinden sich antigenprasentierende Zellen
(Monozyten), die das Antigen (= Arzneimittel) den spezifisch sensibilisierten T-Zellen prasentieren
kénnen. Diese erkennen das Antigen, was zu einer Aktivierung und klonalen Expansion der spezifischen
T-Zellen fiihrt. Im klassischen LTT wird radioaktives 3H-Thymidin zu der Zellsuspension hinzugeflgt, das
in die DNA von proliferierenden Zellen eingebaut wird. Die Messung der Radioaktivitét in der Probe
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Abbildung 2:
Methodischer Ablauf eines
Lymphozytentrans-
formationstests

Paul-Ehrlich-Insti é’
aul- rlc—nstltut,@

/I FORSCHUNG //

_E
[

+«—— autologes Plasma
¢ PBMC (= Lymphozyten + Monozyten)
<—Ficoll-Hypaque™

<—— Erythrozyten + Granulozyten

Blutprobe
Patient / Kontrolle Dichtegradientenzentrifugation
Zugabe 3H-Thymidin| K1assische
“Messung der ( % ki) v Methode PBMC
. radioaktiv,
eingebauten |4 S0
Radioaktivitat - Einbau in DNA + | 6798 S
von teilenden Zellen (Amxocillin)

Bestimmung von Zytokinen im ELISA, ELISPOT Inkubation PBMC + verdachtigtes Arzneimittel

neuere
oder FACS Met;oden (2.B. Amoxicillin) far 6 Tage

kann dann als Parameter fiir das AusmaB der Proliferation (sogenannter Read-out-Parameter) verwen-
det werden. Mittlerweile wird auch die Bestimmung ausgewahlter Zytokine im Kulturiiberstand mittels
ELISA oder in den Zellen mittels Durchflusszytometrie eingesetzt.'> * Dabei scheinen Interleukin (IL) 2,
5, 13 und Interferon (IFN)-y besonders geeignet zu sein.'*'® Weiterhin wurde ein friiher Aktivierungs-
marker (CD69) als méglicherweise hilfreich identifiziert.”” Die Abbildung 2 zeigt den methodischen
Ablauf eines LTT.

Auch wenn Arzneimittelallergien dber unterschiedliche pathophysiologische Endstrecken vermittelt wer-
den, die mit unterschiedlichen klinischen Bildern einhergehen, ist der Ausgangspunkt die Aktivierung
von Gedachtnis-T-Zellen durch das Arzneimittel." Deshalb bietet sich die Aktivierung dieser Zellen als
ein zentraler Ansatzpunkt fir ein Testverfahren (wie beim LTT) an." Dieses kénnte dann prinzipiell bei
allen vier Typen von Arzneimittelallergien einsetzbar sein.

DAS INA-PROJEKT

Das INA-Projekt wird durch den Europaischen Fonds fir regionale Entwicklung (EFRE) und das Land
NRW (Leitmarkt Gesundheit.NRW) gefordert. Neben dem Bundesinstitut flir Arzneimittel und Medizin-
produkte (BfArM), das die Konsortialflihrung des Projektes iibernimmt, sind die Klinik flir Dermatologie
und Allergologie des Uniklinikums RWTH Aachen, die Life & Brain GmbH in Bonn und das Leibniz-Ins-
titut fir Analytische Wissenschaften (ISAS) in Dortmund als Kooperationspartner an der Durchfiihrung
beteiligt.

In dem Projekt soll auf Grundlage der LTT-Plattform eine neue In-vitro-Methode zum diagnostischen
Nachweis von Arzneimittelallergien etabliert werden, die auf der Nutzung neuer Read-Out-Parameter
wie der genom- und proteomweiten Expressionsanalyse beruht.

Dazu sollen zunachst Patienten mit gesicherter Arzneimittelallergie und Kontrollpersonen ohne Allergie
gegen das betreffende Arzneimittel untersucht werden. Aus ihrem Blut werden die peripheren mono-
nukledren Zellen (PBMC) isoliert und mit dem verdachtigten Arzneimittel koinkubiert. Nach Abschluss
der Koinkubation wird die Gen- und Proteinexpression in den PBMC genom- und proteomweit in
Bezug auf geeignete Ziel-Gene und/oder deren Transkriptionsprodukte analysiert. Hierbei sollen Gene
oder Proteine gefunden werden, die nach Koinkubation der PBMC mit dem auslésenden Arzneimittel
signifikant dereguliert werden. Auch eine fiir die Arzneimittelallergie charakteristische Kombination von
deregulierten Genen oder Proteinen wird mit diesen Ansatzen untersucht.
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FAZIT

Zusammenfassend gibt es fir viele arzneimittelallergische Reaktionen derzeit keine zufrieden-
stellenden diagnostischen Mdglichkeiten, obwohl ein dringender Bedarf nach einer zuverlds-
sigen, in der Routine einsetzbaren Methode vorhanden ist. Ziel des INA-Projektes ist es daher,
mittels differenzieller Gen- und Proteinexpression neue Grundlagen zu erforschen, die es
ermdglichen sollen, die aktuelle In-vitro-Diagnostik von Arzneimittelallergien zu verbessern.
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