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Einleitung

Themistokles Gluck scheiterte zwar mit seiner visionaren ldee, kunstliche Kniegelenke aus
Elfenbein fur seine verzweifelten Patienten einzusetzen [1]. Aber schon im 20. Jahrhundert
wurde die Endoprothetik als eine der bahnbrechenden Prozeduren zum Erhalt von
Lebensqualitat angesehen [2]. In Entsprechung zu der immer haufiger werdenden
Anwendung von Metallimplantaten am Menschen ergibt sich nicht nur eine
wiedereinsetzende Besserung der Lebensqualitat sondern auch die Frage nach
bestmoglichem Umgang mit moglichen Komplikationen. So lagen bereits 2011 die Zahlen
eingesetzter Knieendoprothesen bzw. Huftendoprothesen in den USA bei 465.034 und
702.415 bzw. in Deutschland bei 232.120 und 168.486 — und etwa 9% davon waren
komplikationsbedingte Revisionsoperationen [3]. Aseptische Lockerung aber auch
periimplantirer Infekt gehdren zu den Hauptursachen fiir Prothesenversagen [4]. Uber die
Jahrzehnte wurden Materialeigenschaften aus technischer Sicht verbessert und speziell
Metallionenfreistzung und Abriebpartikel bertcksichtigt [5, 61. DaB auch der Organismus
auf das Fremdmaterial ,Metallimplantat” reagiert wurde anhand periimplantarer
Makrophagen-dominierter Gewebereaktionen beschrieben [7]. Schon ab den 70er Jahren
erschienen Publikationen, die iiber individuelle Uberempfindlichkeit im Sinne von Allergie
bei Metallimplantat-Komplikationen berichteten [8, 9]. Das verwundert nicht, da zu den
Legierungsmetallen bekannte Allergieausloser wie Nickel, Chrom und Kobalt gehoren — wie
auch im Knochenzement enthaltene Acrylate oder Additiva (z.B. Antibiotika). Zu den
klinischen Bildern gehorten unter anderem aseptische Lockerung, Schmerzen,
rezidivierende Ergusse und auch lokale / disseminierte Ekzeme [10, 11]. Willert et al. waren
lange angefeindet worden wegen der als , Hypersensitivity” eingestuften Beobachtung von
speziellen eher Lymphozyten-betonten periimplantaren Gewebereaktionen bei ,direkt
gekoppelten”, gelockerten Metall-Metall-Huftendoprothesen [12]. Der Blick ,auf den
Menschen und die Reaktion des Organismus” wurde auch angestoen, als hohe
Versagensraten und Ausbildung von lokalen ,Pseudotumoren” in Antwort auf hohe
Metallabriebraten  bei einem  bestimmten  Metall-Metall-Huftendoprothesenmodell
beobachtet wurden [13, 14]. Registerdaten lieBen dies erkennen und es tauchte z.B. auch
im australischen Register die Versagensursache ,Metal sensitivity” auf [4]. Die
Veroffentlichungen zum Thema ,Metallimplantatallergie” als einem Teilaspekt der
Komplikationsforschung nehmen zu. Miinch et al. konnten 2015 bei einem ,Uberlappen”
des Danischen Kontaktallergie-Registers und des Endoprothesenregisters zeigen, dal8 bei
Revisionspatienten speziell bei multiplen Revisionen immer haufiger Metall-Allergie zu
finden war [15]. Sie wiesen allerdings auch darauf hin, dal8 gefundene Allergie nicht 100 %
mit Versagensursache gleichzusetzen ist. So sind Ansatze zur Materialoptimierung ebenso
wie ein besseres Erkennen von Komplikationsursachen angesichts der z.B. in den USA um
etwa 13% jahrlich zunehmenden Endoprothetikzahlen [16] eine groe Herausforderung.
Das Habilitationsprojekt konzentriert sich auf den Themenbereich Metallimplantatallergie.
Im Folgenden sind die gestellten Fragen im Rahmen des Habilitationsprojektes aufgefuhrt
sowie die dazu erfolgten Untersuchungen und daraus resultierenden eigenen Publikationen
als Erst- bzw. Letztautor.



Frage 1: Wie konnen zukiinftige Materialentwicklungen in der
Endoprothetik in Bezug auf das allergene Potential getestet werden?

Hierzu wurde eine Studie konzipiert und durchgefihrt, bei der die Metallionenfreisetzung
aus Metallprufkorpern (Metallplattchen aus Kobaltchrommolybdanlegierung (CoCrMo)
sowie aus Edelstahl) untersucht wurde. Nun wurde einerseits gefragt, welches Ausmal an
in-vitro  Metallionenfreisetzung  stattfindet, wenn die CoCrMo-Scheibchen und
Edelstahlscheibchen Uber zwei Tage in destilliertem Wasser, kinstlichem Schwei oder
Zellkulturmedium aufbewahrt werden. Es zeigte sich, dass eine geringe Nickelfreisetzung
aus Edelstahl erfolgte (0,3 - O,46pg/cm2/ 2 Tagen) und ahnlich ausgepragt auch aus
Kobaltchrommolybdanscheiben. Andererseits ergab sich, dass speziell bei kinstlichem
Schweil (herangezogen in Analogie zur Testvorgabe fur die EU Direktive zur
Nickelfreisetzung) reichlich Kobaltfreisetzung (bis 18,4pug/cm? 2 Tage) aus den CoCrMo-
Scheiben erkennbar war.

Metallfreisetzung aus Metallfreisetzung aus CoCrMo-
Edelstahl Legierung
(g/cm?/2 Tage) (g/cm?/2 Tage)
Eluent Ni Co Cr Ni Co Cr
Kulturmedium 035+0,2 | nd.=0 [0,06+0,01 | 0,33+0,07 | 13,20+0,14 | 1,10+0,01
H,0 dist. 0,46+0,03 | nd. =0 |[0,24+0,05 nd.+0 16,90+ 0,54 | 0,52 +0,02
Kunstlicher Schweiss 0,30 + 0,04 nd. +0 0,38 +0,02 nd. =0 18,94 + 0,75 1,36 0,11

Tab. 1: Metallionenfreisetzung aus Edelstahl und CoCrMo-Plattchen in 3 verschiedenen
Elutionsmedien (Zellkulturmedium, destilliertes Wasser, kunstlicher Schweiss) uber 2 Tage
(entnommen aus [17]).

Parallel wurde auch ein klinisches Modell zur Wertung dieser Metallfreisetzung am
Menschen etabliert und zwar die Testung mit entsprechenden Legierungsscheibchen am
Rucken im Sinne des Epikutantests mit zweitagiger Applikation. Bei Patienten mit
entsprechender Metallallergie konnte auf diese Weise gezeigt werden, dass 5 der 52
untersuchten Patienten eine mit der Metallallergie zusammenhangende Ekzemreaktion auf
CoCrMo-Scheibchen aufwiesen, und diese 5 Patienten alle Kobaltallergiker waren.
Zusatzlich wiesen 3 Patienten auch eine Nickel und Chromallergie auf (Abb. 1). Keine der
Kontrollpersonen ohne Metallallergie hatte auf die unterschiedlichen Metallscheibchen
reagiert.
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Abb. 1: Ekzemreaktion eines Patienten im Epikutantest auf Nickel (NiSO4), Chrom

(K,Cr207), Kobalt (CoCl,) sowie das CoCrMo-Plattchen (entnommen aus [17]1).

Diese Versuche wurden 2007 publiziert in dem Artikel” Patch test reactivity to a cobalt-
chromium-molybdenum alloy and stainless steel in metal-allergic patients in correlation to
the metal ion release” [171.

In einem Folgeprojekt wurde hinterfragt,
Materialplattchen bei der Epikutantestung an entsprechenden metallallergischen Patienten

ob eine Oberflachenbeschichtung der

eine Hautreaktion verhindern konnte — und zwar wegen fehlender bzw. deutlich reduzierter
Metallionenfreisetzung. Es wurden 371 Patienten mit und 30 Patienten ohne Metallallergie
gegenuber Edelstahl
Kobaltchrommolybdan im Epikutantest geprift und parallel dazu an die Voruntersuchung

unbeschichteten/beschichteten  Metallpriufkérpern  aus und
anknupfend Uber Atomabsorptionsspektrometrie freigesetztes Nickel, Kobalt und Chrom in
Abhangigkeit der Titannitrid/Zirkonnitridoberflachenbeschichtung gemessen (Tab. 2). Es
zeigte sich nicht nur die signifikante Reduktion der Metallionenfreisetzung sondern auch
der entsprechende klinische Nutzen, da zwar 6 von den 31 metallallergischen Patienten auf
unbeschichtete Testmaterialien-, aber keiner auf die beschichteten Plattchen reagiert hatte.
Parallel waren in dieser Veroffentlichung auch Patienten beschrieben, bei denen im
Rahmen einer Knieendoprothetik oberflachenbeschichtete Revisionsknieendoprothesen
eingesetzt worden waren und bei vorab gesehener Metallallergie eine entsprechende

Beschwerdefreiheit erreicht worden war. Diese Ergebnisse wurden 2016 publiziert [18].

Nickel-Freisetzung Kobalt-Freisetzung Chrom-Freisetzung
(ug/cm?/5d) (ug/cm*/5d) (ng/cm?/5d)
Eluent Unbesch. TiN ZrN Unbesch. TiN ZrN Unbesch. TiN ZrN
Kulturmedium 1,46 0,41 0,34 n.d. n.d. n.d. 0,65 0,14 0,13
+0,21 +0,04 | £0,13 +0,26 +0,01 | £0,07
H,0 dist 3,28 1,06 1,03 0,04 nd. 0,14 0,08 0,03 0,03
+0,70 +0,03 | £0,35 + 0,08 +0,26 +0,03 +0,01 | +£0,02
Kiinstl. 2,35 0,67 0,69 0,02 nd nd 1,22 0,41 0,41
Schweiss +0,65 +0,02 | +0,02 +0,16 T o +0,17 +0,01 | +£0,06

Tab. 2: Metallionenfreisetzung aus Edelstahl-Plattchen (unbeschichtet, bzw. mit TiN oder

ZrN beschichtet)

in 3 verschiedenen Elutionsmedien (Zellkulturmedium, destilliertes
Wasser, kunstlicher Schweiss) uber 5 Tage (entnommen aus [18]).
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In Anknupfung daran wurde in Kooperation mit Biotribologie-Experten gezeigt, dass eine
Multilayer-Beschichtung von CoCrMo-Knieendoprothetik zu einer signifikanten Reduktion
von Abriebpartikeln und auch von Metallionenfreisetzung fihrte [19].

In Weiterentwicklung zu diesem Fragenkomplex wurden in einem Kooperationsprojekt
klinische Parameter und auch Zytokinanalytik im peripheren Blut im Vergleich zwischen
Patienten  mit  Standard-Kobaltchrommolybdan-  versus  oberflachenbeschichteter
Endoprothetik durchgefuhrt. Diese kirzlich publizierte Arbeit zeigte, dass nicht nur die
guten 5-Jahres-Uberlebensraten der beschichteten Endoprothesen gleich  den
Uberlebensraten der unbeschichteten Endoprothesen waren (98%) sondern auch im Blut
der Patienten mit beschichteten Endoprothesen signifikant weniger proentzindliche
Zytokine — speziell Interleukin 8 — zu messen waren. Dieser Unterschied war hoch
signifikant (37 pg/ml versus 1,1 pg/ml) [20].
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Frage 2: Gibt es erhohte Metallallergie- bzw. Knochenzement-
allergieraten bei Patienten mit  komplikationsbehafteten
Endoprothesen im Vergleich zu gesunden Implantattragern?

Es  wurde bereits 2009  eine Datenanalyse  zu Patienten aus  der
Implantatallergiesprechstunde an der Dermatologischen Klinik verdffentlicht. Dabei zeigte
sich, dass meistens Komplikationen mit Osteosynthese und Gelenkersatz zur
Ambulanzvorstellung gefuhrt hatten und Hauptprobleme Schmerzen und Schwellung
waren. Bei knapp 30% dieser Patienten wurde eine Metallallergie gefunden und bei knapp
25% eine Allergie gegenuber potentiellen Knochenzementkomponenten [21].

Basierend auf dieser ersten Untersuchung wurde die Frage gestellt, ob Patienten mit
Verdacht auf Implantatallergie im Vergleich zu beschwerdefreien Endoprothesentragern
unterschiedliche Epikutantestreaktions-Haufigkeiten hatten und andere Reaktionsmuster im
sogenannten Lymphozytentransformationstest (LTT) aufweisen wurden. Es zeigte sich, dass
bei einer konsekutiven Patientenreihe mit Implantatkomplikationen haufiger zusatzliche
Zahnmaterialunvertraglichkeit, hohere Raten beziglich Atopie (Tab. 3) und kutaner
Metallunvertraglichkeit zusammen mit Metallallergie (Epikutantest) auftraten. Zusatzlich
zeigte sich eine erhohte LTT-Reaktivitat gegenuber Metallen, speziell Nickel. In dieser vom
Bayerischen Gesundheitsministerium geforderten Studie war auch ein moglicher weiterer
Trend beobachtet worden, namlich dass nur bei Beschwerdenpatienten mit zementierter
Endoprothetik auch eine Gentamicinallergie auftrat (Tab. 4). Diese Daten sind in der
Veroffentlichung aus dem Jahre 2013 , Charakteristika von 200 Patienten mit Verdacht auf
Implantatallergie im Vergleich zu 100 beschwerdefreien Endoprothesentragern”
zusammengefasst [22].

Tab.3 Angaben lber eigene (,selbst”) atopische Erkrankungen (Heuschnupfen, allergisches

Asthma und atopisches Ekzem; teils Mehrfachnennung) sowie anamnestische Metallunver-

traglichkeit
Knieendoprothetik mit Beschwer-  Beschwerdenfreie Knieendo-
den (n=187) prothetik (n=47)
n % n %
Atopie (selbst) 44 23,5 9 19,1
Heuschnupfen 34 18,2 5 10,6
Asthma 19 20,2 5 10,6
Neurodermitis 10 5,32 0 0
Kutane Metall- 48 25,7 6 12,8
unvertraglich-
keit
Sonstige Aller- 7 4,5 6 12,8
gien
3p<0,05, y*Test Atopie Vorliegen einer der 3 atopischen Erkrankungen; kutane Metallunvertréiglichkeit
Juckreiz, Rétung, Ekzem durch Modeschmuck, Jeansknopf, Metalluhrarmband.

Tab. 3: Haufigkeit atopischer Erkrankung sowie anamnestische Metallunvertraglichkeit in
Patienten mit komplikationsbehafteter bzw. komplikationsloser Knieendoprothetik
(entnommen aus [22]).



Tab.5 Kontaktallergieraten gegeniiber 7 Knochenzementkomponenten?

Substanz Knieendoprothetik mit Beschwer-  Beschwerdenfreie Knieendo-

den (n=187) prothetik (n=47)
Knochenze- n=163 n=30
mentkompo-
nenten (ge-
testet)

n % n %
Reaktion auf 24 14,7 3 10
Knochenze-
mentsubstanzen
insgesamt
Gentamicinsulfat 12 74 0 0
Benzoylperoxid 13 8 2 6,7
Hydrochinon 1 0,6 0 0
2-Hydroxyethyl- 0 0 0 0
methacrylat
(HEMA)
Kupfer-(Il)-Sulfat 0 0
Methylmetha- 1 0.6 1 3.3
crylat
N, N-Dimethyl-p- 0 0 0 0
Toluidin
2Angegeben sind die positiven Reaktionen (hier nicht unterschieden in der Reaktionsstérke). Teils mehrfache
Epikutantestreaktionen/Person.

Tab. 4: Kontaktallergieraten gegeniber Knochenzementkomponenten in Patienten mit
komplikationsbehafteter bzw. komplikationsloser Knieendoprothetik (entnommen aus [22]).

In einer konsekutiven Datenauswertung von Patienten der Implantatsprechstunde war das
Thema Knochenzementallergierate weiter aufgegriffen worden und es zeigte sich, dass
innerhalb von 250 Patienten mit komplikationsbehafteter zementierter Endoprothetik 25,
d.h. 10% eine Gentamicinallergie aufwiesen. Diese erhobenen Daten zeigten ein weiteres
wichtiges  Charakteristikum:  Viele  Kontaktallergien ~ waren  nicht in  der
Standardepikutantestablesung nach Tag 3 sondern deutlich vermehrt, teils sogar
ausschlieBlich bei einer Spatablesung in der Folgewoche erkennbar. So waren
beispielsweise 17 der 25 gefundenen Gentamicinallergiefalle nur Uber diese Spatablesung
aufgedeckt worden. Diese Ergebnisse sind in der Publikation ,High frequency of contact
allergy to implant of contact allergy to implant and bone cement components, in particular
gentamicin, in cemented arthroplasty with complications: usefulness of late patch test
reading”[23] zusammengefasst.

Allergen Konzentration (%) Vehikel D3 (n) D6 (n) Zunahme (%)
Kaliumdichromat 0,5 pet. 2 4 50
Kobaltchlorid 1,0 pet. 4 5 20
Kolophonium 20 pet. 8 10 20
Epoxidharz 1,0 pet. 6 7 14,3
Nickelsulfat 5,0 pet. 21 32 34,4
Ylang Ylang 10 pet. 3 5 40
Gentamicin 20 pet. 8 25 68

Tab. 5: Allergene mit einer Zunahme an positiven Reaktionen bei zusatzlicher Ablesung an
Tag 6 im Vergleich zur Ablesung an Tag 3 (entnommen aus [23]).
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Frage 3: Welche Wertigkeit haben der Epikutantest, der LTT und die
Histologie in der Diagnostik einer vermuteten Implantatallergie“?

Folgende drei interdisziplinar entstandenen Projektresultate bzw. Veroffentlichungen
zeigen den Nutzen einer kombinierten Analytik.

Eine erste Untersuchung an 15 Patienten mit Knieendoprothetik zeigte, dass bei Vorliegen
von Beschwerden und gefundener Metallallergie (im Vergleich zu Patienten ohne
entsprechende Metallallergie) bei den ebenfalls erhaltenen Revisions-Histologieproben
andere Zellinfiltratmuster, namlich lymphozytar betonte Infiltrate ohne Infekthinweis zu
sehen waren und bei der molekularen Zytokinanalytik Uber semiquanitative RT-PCR bei den
metallallergischen Patienten speziell IL-8, IFNy und IL-2 Expression zu sehen waren (Abb.
3). Nachdem bei 9 der 10 metallallergischen Patienten auch eine pra- und postoperative
Befundscoreanalyse vorlag, konnte gezeigt werden, dass durch Versorgung mit
Alternativmaterial (9x oberflachenbeschichtetes Implantat, 1x Oxinium basiertes Implantat)
eine signifikante Beschwerdenreduktion erreicht werden konnte [24] (Abb. 4).

1 4
0 - ‘-. ‘.‘ ; /3

IFNg TNFa IL-10 TGFbeta IL-2 IL-8 IL-6 IL-17A  IL-1beta

Abb. 3: Neosynovialitis mit ausgepragter Fibrosierung (Typ 4-Reaktion vom Indifferenztyp
und local disseminierten Lymphozyten (Patient mit Ni-, Co- and Cr-Allergie); Histologie
und Zytokinexpression im Gewebe (entnommen aus [24]).
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Abb. 4: Veranderung des WOMAC-Score nach Revision in 10 Metall-sensibilisierten
Patienten (9x Oberflachenbeschichtetes Implantat, 1x Oxiniumbasiertes Implantat;
entnommen aus [24]).

In Bezug auf kombinierte Analyseschritte wurde auch gefragt, welche Aussage uber
Nickelsensibilisierung im LTT und/oder Epikutantest gemacht werden kann. Anhand der 30
Patienten ohne und 38 Patienten mit kutaner Metallallergie zeigte sich einerseits, dass eine
gute Korrelation zwischen Epikutantestresultat und LTT-Ergebnis in Bezug auf
Nickelallergie sichtbar war — aber andererseits der selbst gedaulBerte Verdacht, es lage eine
Nickelallergie vor nur bei etwa einem Drittel der Patienten Uber die genannten Methoden
verifizierbar war. Nachdem Nickel-LTT-Reaktivitat auch bei beschwerdefreien
Endoprothesentragern auftrat, wies diese Arbeit darauf hin, dass weitere Charakteristika
zum Aufdecken einer Metallimplantatallergie zu identifizieren seien [25].

In einem Folgeprojekt wurde nun die Allergiediagnostik anhand von Epikutantest und LTT
kombiniert mit der histopathologischen Untersuchung von periimplantarem bei Revision
gewonnenen Gewebe, erganzt durch molekulare Expressionsmuster bezuglich pro-
entzundlicher Zytokine im Gewebe. Bei den 25 Patienten mit Knieendoprothetik-
assoziierten Beschwerden fanden sich 20 Patienten mit Metallsensibilisierung (teils
Epikutantest, teils LTT-Reaktivitat gezeigt). Kontrollgewebeproben wurden von
Revisionspatienten ohne Metallallergie sowie Osteoarthritis-Patienten vor
Implantateinbringen und schlieflich auch aus Epikutantestreaktionen gegenuber Metallen
gewonnen. Mehrere neuartige Phanomene wurden beobachtet: So hatten viele der
Beschwerdepatienten im periimplantaren Gewebe einerseits haufig Fibrosierung (, klinisch
Arthrofibrose®), zeitgleich aber auch als eine bis dahin noch nicht beschriebene
Patientenuntergruppe lymphozytare Infiltrate im Gewebe. Bei der molekularen Analytik war
wiederum haufig eine Interferon-Gamma Expression gefunden worden. SchlieBlich konnte
auch  hier Uber Nachverfolgung dieser Patienten gesehen werden, dass
Revisionsoperationen mit beschichtetem/Oxinium-basierten Material zu deutlicher
Beschwerdenbesserung fihrten [26].
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Abb. 5: Zytokinexpression (IFNy, [IL-2, TGFB) im Gewebe 5 verschiedener
Patientengruppen.

Gruppe I: Patienten mit Revisionsoperation, Patch Test positiv, LTT positiv (n=11)
Gruppe Il: Patienten mit Revisionsoperation, Patch test negativ, LTT positiv (n=9)
Gruppe IlI: Patienten mit Revisionsoperation, Patch Test negativ, LTT negativ (n=5)

OA-Kontrollen: Patienten mit Gonarthrose vor Knieendoprothese (n=12)
PT-Kontrollen: Positive Nickel Patch Test Biopsien (n=8)
Die Zytokinexpression wurde in Relation zum ,, Housekeeping-Gen” EF-1a angegeben und

nach der AACt-Methode ausgewertet; ** = p<0.005 (entnommen aus [26]).

Diese Ergebnisse fuhrten direkt zu Frage 4 des Projektes.
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Frage 4: Konnen spezielle Zyotokinmuster auf Risikokonstellationen
bei Implantatpatienten hinweisen?

Es hatten sich wie unter 3. beschrieben, bereits im periimplantaren Gewebe Zytokinmuster
im Sinne einer TH1-Lymphozytenantwort gezeigt, speziell waren dies eine IFNy- und eine
IL2-Expression.

Parallel dazu wurde der Frage nachgegangen, ob auch uUber aus dem peripheren Blut
isolierte Lymphozyten und Monozyten (PBMC) praferentielle Lymphozytenreaktionsmuster
gegenuber Metallen, speziell Nickel erkennbar wirden. Bereits 2001 war anhand einer
molekularen Analytik bezuglich T-Zellklonalitat (also gerichteter, antigenspezifischer T-
Zellvermehrung durch Stimulation) in vitro gezeigt worden, dass nickelallergische
Individuen eine Lymphozyten-Antwort auf Nickel aufwiesen, die nicht zufallig, sondern
oligoklonal gerichtet war. In der entsprechenden Publikation wurde darauf hingewiesen,
dass neben Poliferationsanalytik (Abb. 6) auch die Analyse von T-Zellklonalitat zur
Diagnostik von Hypersensitivitatsreaktionen beitragen konnte (Tab. 6) [27].
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Abb. 6: Proliferationsantwort (Stimulation index) der PBMC 10 nickelallergischer (o) und 5
nichtallergischer Blutspender (o); PHA (Phytohamagglutinin), TT(Tetanus Toxoid); ¢:
p<0.05 (entnommen aus [27].
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Patient | Medium | PHA TT NiSO,10°M | NiSO,10°M | NiSO,10°M
1 - - Vy11 - - Vy2

2 - - Vy11 Vy10 - -

3 - - Vy11 Vy10 Vy10 -

4 - - Vy9 Vy9 Vy9 -

5 - - Vy11 Vy2,Vy11 - Vy10

6 Vy9 Vy9 Vy9 Vy9 Vy9 Vy9

7 - - - Vy10 - Vy11

8 - - Vy11 Vy10 Vy10 -

9 - - - - - -

10 - - Vy9 Vy2 Vy2 Vy2

11 - - Vy11 - Vy11 Vy11

12 - - Vy9 Vy2,Vy9 Vy9 Vy9

13 - - Vy9 - - Vy10

14 Vy10 Vy2 Vy10 Vy2 - Vy11

15 - - - Vy11 Vy10 Vy9
Tab. 6: Praferentielle Expression von TZRy-Familien in PBMC nickelallergischer

Blutspender (Nummer 1-10) und Blutspender ohne Nickelallergie (Nummer 11-15) nach
Kultur mit Medium alleine oder unter Zusatz von PHA (Phytohamagglutinin), TT (Tetanus
Toxoid) oder NiSO4 (Nickelsulfat); entnommen aus [27].

AnschlieBende Untersuchungen sollten zeigen, ob bei nickelallergischen Patienten mit
Implantatkomplikationen moglicherweise auch anhand der In-vitro-Reaktivitat ihrer
Blutlymphozyten bestimmte Zytokinmuster erkennbar wurden. Anhand von 15
nickelallergischen Patienten und 5 nicht allergischen Patienten konnte uber den
kombinierten Ansatz von Poliferationsanalytik, Messung freigesetzter Zytokine und RT-PCR
gezeigt werden, dass die Patienten mit Implantat-assoziierten Beschwerden und
Nickelallergie eine praferentielle IL-17-Expression nach Nickelstimulation zeigten (Abb. 7)
[28].
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Abb. 7: Expression von (a) IFNy, (b) IL-2, (c) IL-4 und (d) IL-17 in PBMC der vier
verschiedenen Patientengruppen nach einer 6-Tage in-vitro stimulation mit NiSO4 10*M.
Die Bestimmung erfolgte mittels Realtime-RT-PCR. Die Expression ist angegeben im
Vergleich zu den unstimulierten Zellen, normalisiert auf das ,, House-keeping“-Gen RPL13A
(*= p<0,05; **=p<0,01; entnommen aus [28]).
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Frage 5: Kann der LTT als In-vitro-Test evaluiert bzw. auch erweitert
werden, um den Nachweis einer moglichen Implantatallergie zu

verbessern?

Anhand einer Untersuchung zu Patienten mit beschwerdefreien Titanzahnimplantaten im
Vergleich zu Implantat-freien Personen wurde erstmals gezeigt, dass a) die
Blutlymphozyten und Monozyten inter-individuell unterschiedliche Zytokinfreisetzung
gegenuber Titanpartikeln in vitro haben, und b) beschwerdefreie Patienten hier sogar
weniger |IL1-f freisetzen (Tab. 7) und parallel dazu immunmodulierendes bzw.
entzindungsdampfendes IL-10 produzieren (Abb. 8). Bei dieser an insgesamt 20 Personen
durchgefuhrten Untersuchung ergab sich damit auch ein neuer Untersuchungsaspekt,
namlich die Frage nach moglichen Toleranzmechanismen [29].

Individuals with titanium dental Individuals without titanium dental
implants (n=6) implants (n=14)
Mean (pg/mL) + Mean (pg/mL) +
IL-1B 9,04 16,87 23,39 65,47
IL-6 688,33 1566,10 1909,8 4958,15
IL-10 4,18 2,98 0 0
TNFa 1,02 1,93 1,75 4,52

Tab. 7: Spontane Zytokinproduktion der PBMC der 20 Individuen. Die Zytokinfreisetzung
wurde nach 6 Tagen in Mediumkultur ohne Stimulus im Uberstand gemessen (entnommen

aus [29]).
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Abb. 8: Die Haufigkeit (%) der spontanen IL-10-Produktion der PBMC der Blutspender (6
mit, 14 ohne dentale Titanimplantate) im Uberstand nach 6-Tageskultur mit Medium alleine

(entnommen aus [29]).
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Der Lymphozytentransformationstest (LTT) zur Beurteilung einer Metallsensibilisierung
wurde in einem Leitthemenartikel kritisch diskutiert und es wurde auf die fehlende
Standardisierung bzw. unterschiedliche Methodik der Forschungslabore hingewiesen [30].

Folgerichtig wurde an einem grofen Kollektiv (50 nickelallergische versus 50 nicht
allergische Personen) die Epikutantestreaktivitat der LTT-Reaktivitat nach Optimierung der
Stimulationsbedingungen gegenubergestellt. In dieser Evaluierung konnte eine Sensitivitat
von 88% sowie eine Spezifitat von 96% erreicht werden (Abb. 9) [31]. Ebenso zeigte sich
eine deutliche Korrelation zwischen der Hohe des Stimulationsindex im LTT und der Starke
der Epikutantest-Reaktion (Abb. 10).
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Abb. 9: Proliferationsantwort der PBMC von ,Patch Test”- (PT) und/oder LTT-positiven
bzw. negativen Blutspendern nach Stimulation mit NiSO, sowie dem Kontrollantigen
Tetanus Toxoid und dem T-Zell-Mitogen PHA. ***p<0,001; H= ,History” (d.h. Anamnese);
(entnommen aus [31]).
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Abb. 10: Reaktivitat im LTT gegenuber den 3 Nickelkonzentrationen bei Blutproben (PBMC)
von ,,Patch Test” positiven und , Patch Test” negativen Blutspendern (entnommen aus [31]).

Als aktuellste Optimierungsuntersuchung wurde das Verhaltnis zwischen IL-5 und IL-8
Produktion in vitro als gute TrenngrofRe zwischen Allergie vermittelter und unspezifischer
Nickelreaktivitat in vitro im Vergleich zwischen 15 Blutspendern mit positivem
Nickelepikutantest und 15 nicht allergischen Patienten gezeigt (Abb. 11). Auch diese
Beobachtung wurde erstmals in dieser Form veroffentlicht [32].
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Abb. 11: IL-5/IL-8 Ratio der PBMC von 15 nichtallergischen Kontrollpersonen (C) und 15
nickelallergischen Personen (P) nach Nickel-(NiSOy4)- bzw. Tetanus Toxoid (TT)-Stimulation
(***p<0,001; entnommen aus [32]).



17

Zusammenfassung

Aufgrund der langjahrigen, konsequenten Bearbeitung des Themenbereiches
~Metallimplantatallergie” Uber klinische und in-vitro-Ansatze wurden neue diagnostische
Verfahren und Entwicklungen in diesem Themenbereich etabliert. Dieser Fortschritt zeigt
sich auch bei dem Vergleich der Ubersichtsarbeit ,Allergische Reaktionen auf
Metallimplantate” von 2004 [33] mit dem ausfiihrlichen Ubersichtsartikel »,Diagnosis and
management of patients with allergy to metal implants” [34]. In diesem Zeitraum ist nicht
nur eine Fille an Fallberichten zu Implantatallergie erschienen, sondern es wurden auch
Algorithmen zur Abklarung beschrieben [11, 35] und Patienten mit Beschwerdefreiheit
nach Wechseloperation mit , hypoallergenen” Implantaten [36]. Auch wenn im Epikutantest
gefundene Allergie gegen Implantatkomponenten nicht zu den Hauptursachen fur
Implantatversagen gehort [37]1, so darf diese - wie auch Allergie gegen
Knochenzementkomponenten - nicht Ubersehen werden. Bei letzteren hat die Auswertung
unserer grofRen Patientenzahlen beispielhaft die Rolle von Gentamicinallergie aufgedeckt
[23]1. DaB der LTT als wissenschaftlicher Ansatz zur Aufdeckung einer
Spattypsensibilisierung sinnvoll ist, hat die Arbeitsgruppe um Prof. Pichler in Bern
dargestellt [38]. Wir haben uns der Aufgabe gestellt, bzgl. Metallsensibilisierung — speziell
Nickel - nicht nur eine LTT-Evaluierung (wie von Pacheco et al. [39]) an einem grofRen
Patientengut durchzufuhren [31], sondern auch die oben beschriebenen Zytokinprofile als
Reaktionsmuster in vitro zu charakterisieren. So wurde beispielsweise das von uns schon
2010 beschriebene praferentielle IL-17-Typ Reaktionsmuster bei Implantatkomplikationen
[28] kirzlich in der weiterfuhrenden Arbeit von Hallab et al. [40] bestatigt. Die Sammlung
klinischer Daten zusammen mit der Verbesserung und Etablierung neuer Testmethoden
tragt wesentlich zu neuen Erkenntnissen in Bezug auf Metallimplantatvertraglichkeit bei.
Uber ein derzeit noch laufendes Projekt wird in Zusammenarbeit mit Zentren in 6
europaischen Landern durch Forderung der europaischen Dermatologie-Akademie
(,EADV"”) eine noch bessere Datenlage entstehen. Dies ist umso bedeutender als
Metallexposition des Korpers und Langzeiterfolg von Implantaten im Korper standig
wichtiger werden [41].
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