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Einleitung

1 Einleitung

Vor etwa 130 Jahren war der Chirurg Themistocles Gluck in Berlin mit seiner visiondren Idee
des kiinstlichen Gelenkersatzes gescheitert. Er entwarf aus Elfenbein angefertigte kiinstliche
Gelenke, die er liber ,,Gips® fixiert Patienten mit Infekt-(Tuberkulose-)zerstorten Kniegelenken
einsetzte!!*, Damit erntete er nicht nur den Spott seiner Fachkollegen, sondern wurde auch von
seinem damaligen Direktor Prof. Dr. Ernst von Bergmann 1891 zu einer 6ffentlichen ,,Ehren-
erkldrung gegen alles Neue an seinen Ideen gezwungen wie auch zum Ausscheiden aus der
Chirurgischen Universitétsklinik der Charité. Innerhalb von nur 130 Jahren hat sich der Einsatz
von Implantaten am Menschen enorm weiterentwickelt. Dies umfasst neben Materialien wie
Polyethylen, Silikon vor allem Metallimplantate. Neben Stents, Herzschrittmachern und denta-
len Implantaten sind vor allem Osteosynthesematerialien und Endoprothesen zu nennen. Dies
hat zu einer enormen Zunahme der Lebensqualitdt gefiihrt — ebenso wie zu wachsenden An-
spriichen an ,,Langlebigkeit und Biovertrdglichkeit der Implantate. Dementsprechend wird
iiber materialtechnische Aspekte hinaus zunehmend die Reaktion des Organismus gegeniiber

Implantatmaterialien erforscht.

1.1 Endoprothetik

Die Zahl der neu implantierten Endoprothesen in Deutschland steigt stetig. Im Jahr 2005 waren
es ca. 250 Hiiftendoprothesen pro 100.000 Einwohner, 2013 bereits 283 pro 100.000 Einwoh-
ner. Ebenso steigen die Zahlen der Knieendoprothesen. 2005 waren es ca. 160 Knieendopro-
thesen pro 100.00 Einwohner. Im Jahr 2013 wurden in Deutschland bereits 190 Knieendopro-
thesen pro 100.000 Einwohner implantiert’. Als haufigster Grund fiir die steigende Endopro-
thesenzahl wird die immer groer werdende Zahl der Gelenksarthrosen angegeben, welche
durch das hohe Alter der Bevélkerung und die vermehrten Risikofaktoren wie Ubergewicht,
Rauchen, Verletzungen und verminderte Bewegung bedingt ist>. Es stiegen nicht nur die Zahlen
der Erstimplantate, sondern auch die der Revisionen. Dies lésst sich nur teilweise durch eine
groBziigige Indikationsstellung und durch den demographischen Wandel erkldren. Der demo-

graphische Wandel trigt insofern zu erhdhten Revisionzahlen bei, da die Menschen immer &lter
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werden und sie somit die Standzeit der Implantate tiberleben. Aber hierdurch lésst sich nicht
vollstindig die grofe Zahl an Revisionen erkldren’. 2008 wurden 22.631 Hiiftendoprothesen’
und 10.387 Knieendoprothesen’ revidiert. 2009 waren es bereits 30.000 Revisionen der Hiif-
timplantate und 23.000 Knieimplantate’. Im jahrlichen Australischen Nationalen Endoprothe-
sen-Register von 2012 wurde tiber 10835 Hiiftimplantatwechsel und 13612 Knieendoprothe-
senwechsel berichtet’. Die haufigsten Griinde fiir den Wechsel waren Lockerungen (30,1%/
34%) und Infektionen (14,8%/ 16,9%) der Priméarprothese?. 2011 wurde in diesem Register
zum ersten Mal die Kategorie Metallsensitivitdt als Revisionsgrund angegeben. In diesem Jahr
wurden 623 Hiiftimplantatrevisionen aufgrund einer Metallsensitivitdt angegeben, das sind
5,7% von den im Jahr 2011 revidierten Hiiften?. Bei 133 der 13612 revidierten Knieendopro-
thesen wird von einer Metallsenitivitéit berichtet?. Somit spielt womdglich nicht nur der demo-
graphische Wandel mit einer immer &dlter werdenden Bevolkerung eine Rolle fiir die steigenden
Revisionszahlen, sondern auch eine Vielzahl unterschiedlicher Endoprothesenmodelle, die teils

gesteigerte Immunantwort auf die Metalle hervorrufen kdnnen.

Hiufig werden Metall-Metall-Gleitpaarungen, Keramik- und Metall-Kunststoff-Paarungen
verwendet>*1%4, Die aktuellen Metallimplantate sind zum groBten Teil aus rostfreiem Stahl so-
wie Titanlegierungen im Falle von Ostheosynthesen oder einer CoCrMo-Legierung®’ und Tit-
anlegierung im Fall einer Endoprothetik. Der Stahl besteht zu ca. 16-18% aus Chrom, zu 10-
14% aus Nickel und aus diversen anderen Metallen'®. Auch Titanimplantate konnen zum Teil
Nickel enthalten. Dies ist gewohnlich aber in extrem niedriger Konzentration — aul3er bei Niti-
nol, einer Nickel-Titan-Legierung mit etwa 50% Nickelanteil. Die in den Kdrper eingebrachten
Metallimplantate unterliegen einer Biokorrosion. Diese Korrosion setzt eine signifikante An-
zahl an Metallionen frei'®. Zu den Mechanismen gehoren ,,galvanische* Effekte bei Kombina-
tion unterschiedlicher Metalle, pH-Einfliisse und auch direkte Effekte adhdrierender Zellen. Bei
Metallgleitpaarungen werden zudem Abriebpartikel freigesetzt*®. Zum Beispiel konnen aus der
Edelstahllegierung Eisen, Chrom und Nickel freigesetzt werden!®. Diese Metallionen verblei-
ben in dem umgebenden Gewebe oder sie konnen in das Blutsystem abgegeben werden und so
zu anderen Organen transportiert werden!%3719, Die Abriebpartikel und Metallionen stimulie-

ren in Patienten mit Endoprothesen die periimplantére Osteolyse!®.

1.2 Implantat-Allergie
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Bereits in den 60er Jahren erschienen Berichte iiber Patienten mit Implantatmaterial- Beschwer-
den, bei denen eine Allergie gegen Implantatmetalle beschrieben wurden®28. Eine kutane Me-
tallkontaktallergie auf Nickel haben ca. 13,1% der Bevdlkerung, bei Frauen ist die Rate deutlich
hoher mit 20,4% (Minner 5,8%). Etwa 3% haben eine Kontaktallergie gegeniiber Kobalt und
1% gegeniiber Chrom®. Die kutane Metallkontaktallergie ist eine Typ IV Allergie nach
Coombs und Gell. Dabei handelt es sich um eine Spéttyp-Immunantwort des erworben Immun-
systems ausgehend von den dendritischen Zellen, B- und vor allem T- Lymphozyten!?. Die
Metallionen bilden Haptene oder Hapten-dhnliche Komplexe und werden so im Proteinkontext
vom Immunsystem als Antigen erkannt. Dies kann zu einer Sensibilisierungs- und bei erneutem
Antigenkontakt zu einer Hypersensitivitéits-Reaktion fithren'®. Momentan werden diese Reak-
tionen des adaptiven Immunsystems auf Metallionen vornehmlich als Typ IV (Spéttyp-) Reak-
tion angesehen!?.

Haufiger sind allerdings durch Metallionen und Metallpartikel hervorgerufene Reaktionen der
angeborenen Immunantwort. Hier stehen Monozyten-/Makrophagen zwar im Vordergrund -
eine Vielzahl von Zellen des periimplantdren Gewebes ist aber miteinbezogen. Hierzu wird
unter 1.3 erginzend kommentiert.

Bei Patienten mit Verdacht auf eine Implantat-Allergie miissen vorab die iliblichen Ursachen
der Beschwerden wie Infektion, mechanische Ursachen und Lockerung ausgeschlossen wer-
den.

Viele der Patienten klagen iiber Schmerzen und Bewegungseinschrankung®. Weiterhin wird
tiber Schwellungen, Rétungen, Ekzeme und Erglisse ohne Infekt Nachweis berichtet®>°. Diese
Beschwerden und weitere, wie zum Beispiel gestorte Wund- oder Frakturheilung und Implan-
tatlockerung, konnen Hinweis auf eine Implantatallergie sein, sofern keine anderen Ursachen
fiir die Beschwerden gefunden werden!®!.

Die Diagnose Implantatallergie ist eine Ausschlussdiagnose und wird durch interdisziplindre
Zusammenarbeit gestellt. Es miissen erst, wie oben erwéhnt, alle klassischen Griinde fiir die
Beschwerden ausgeschlossen werden, insbesondere ein ,,Low-grade® Infekt. Danach sollte eine
ausfiihrliche allergologische Anamnese, ein Epikutantest und ggf. eine periimplantére Histopa-
thologie durchgefiihrt werden!'®!. Zusitzlich kann noch ein Lymphozytentransformationstest
(LTT) gemacht werden!?!. Dieser Test liefert zusétzliche Informationen tiber eine T-zelluldr
vermittelte Metallsensibilisierung, wird momentan aber eher als wissenschaftlicher Ansatz

durchgefiihrt 1%,
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Der Epikutantest (ECT) wird mit der aktuellen Standardreihe (welche unter anderem Nickel,
Kobalt und Chrom enthélt) und der Implantatmetallreihe durchgefiihrt. Wenn Knochenzement
verwendet wurde, sollte auch auf Knochenzementkomponenten getestet werden®. Ein positiver
Epikutantest kann nur ein Hinweis auf eine Implantatallergie sein und ist kein Beweis. Das
Ergebnis des Epikutantests ist nur teilweise auf das periimplantire Gewebe {libertragbar und
muss immer zusammen mit dem klinischen Bild interpretiert werden. Es gibt Studien, in denen
gezeigt wurde, dass nur wenige Patienten mit einer kutanen Metallallergie Komplikationen mit
ihren, Metall enthaltenden, Endoprothesen haben®-2-102,

Histopathologisch wurden im Rahmen einer Konsensusklassifikation zu dem histologischen
Bild der Neosynovialis/ periprothetischen Membran vier Muster bei Prothesenlockerung be-
53,68

schrieben

e Typ 1 Abrieb-Typ, mehrheitlich aus Makrophagen und multinukleédren Riesenzellen be-

stehendes Infiltrat.

Wenn zu diesem Bild eine ausgeprégte lymphozytére Infiltration der Membran zu fin-
den ist, mit einem diffusen perivaskulédren Infiltrationsmuster und follikelartiger Anord-
nung, dann ist eine allergische Typ IV Reaktion nach Coombs und Gell auf Implantat-
materialien wahrscheinlich®1%, Die funktionelle Bedeutung wird allerdings noch dis-
kutiert®®.

e Typ 2 Infektions-Typ, hier ist ein mehr oder weniger dichtes Neutrophileninfiltrat zu

sehen und es kann zwischen einer Minimalinfektion und einer ausgeprégten Infektion
unterschieden werden®?.

e Typ 3 Misch-Typ, dieser Typ stellt eine Kombination zwischen Typ 1 und 2 dar>.

e Typ 4 Indifferenz-Typ, es zeigt sich weder ein Typ 1 noch ein Typ 2 Muster, man sicht

ein zellarmes kollagenreiches Bindegewebe. Auch bei diesem sogenannten Indiffe-

renz Typ wurde eine Unterform mit lymphozytiren Infiltraten als mogliche ,,Allergie-

variante beschrieben.
Im Rahmen der Implantatallergiediagnostik wird das durch eine Arthroskopie oder bei der Re-
visionsoperation gewonnene periimplantire Gewebe nach der eben genannten Klassifikation
eingeteilt. Wenn der Pathologe eine Lymphozyteninfiltration sieht, dann besteht die Moglich-
keit einer Implantatallergie. Allerdings wird diese Diagnose immer individuell und in Zusam-
menschau aller diagnostischen Schritte und aller Befunde gestellt®®!%!. Beispielsweise kann der
Epikutantest noch erginzende Hinweise auf das auslosende Allergen der Metall-Legierung oder

im Knochenzement geben.



Einleitung

Als erginzende Methode kann der LTT eingesetzt werden, wenn die Einschrinkung des eher
wissenschaftlichen Tests und die Relevanzbeurteilung beachtet werden. Der LTT wird zum
Nachweis einer Typ IV-Sensibilisierung verwendet. Nach einer In-Vitro-Antigenzugabe in die
Zellkultur zeigt die T-Zellproliferation an, ob die Blutlymphozyten des Spenders das Antigen
,,wiedererkennen“!?’, Ein positives Ergebnis spricht fiir eine Sensibilisierung, macht aber keine
Aussage dariiber, ob dieses Antigen eine klinisch manifeste Allergie auslost!. Der LTT unter-
sucht im Gegensatz zu dem Epikutantest die systemische Sensibilisierung. Er liefert aber nur
eine ergidnzende Information und sollte nicht tiberbewertet werden. Dieser Test kann auch nur

in Zusammenschau mit der Klinik richtig interpretiert werden!.

1.3 Abriebpartikel

Abriebpartikel entstehen bei allen Arten von Gelenkendoprothesen durch Abrasion an den Ge-
lenkpartnern®. Die GroBe, Form, chemische Zusammensetzung und das Volumen der entstan-
den Partikel ist verantwortlich fiir die Reaktion der Makrophagen'>*°. Makrophagen phagozy-
tieren diese Abriebpartikel und 16sen somit eine Fremdkorperreaktion und eine Immunreaktion
aus. Dies fiihrt dazu, dass die Makrophagen inflammatorische Zytokine ausschiitten, z.B. IL-1-
B, IL-6 und TNF-a. Diese Zytokine 16sen nicht nur eine Entzlindung aus, sondern stimulieren
auch die Osteoklastenvorstufen und steigern somit die periprothetische Osteolyse!>3%-%9,

Wie stark die Reaktion ist, hangt von dem Prothesenmaterial ab. Es gibt ,,soft-on-hard* Endop-
rothesen, dazu gehdren die am héufigsten verwendeten Metall-Polyethylen Gleitpaarungen o-
der Keramik-Polyethylen, dann gibt es ,hard-on-hard*“ Implantate, wie Metall-Metall- bzw.
Keramik-Keramik-Paarungen, die weniger Abriebpartikel erzeugen als Metall-Polyethy-
len*+1%4, Metall-Metall-Paarungen bestehen, wie oben schon teilweise beschrieben, aus Cobalt-
Chrom-Molybdén Legierungen'>, vor allem bei der Hiiftendoprothetik. Eine Metall-Metall-
Paarung am Knie ist eine Raritdt. Insgesamt sind bestimmte Modelle oder Metall-Metall-Paa-
rungen an der Hiifte wegen erhohter Metallfreisetzung, entsprechend erhdhter Versagensrate
und lokalen Unvertriglichkeitsreaktionen bis hin zu ,,Pseudotumoren* in Verruf geraten®?.

Es gibt verschiedene Studien tiber die Reaktionen gegeniiber den einzelnen Partikelarten. In-
gham et al. untersuchten 2005 die biologische Antwort auf Polyethylen-Abriebpartikel und
kommen zu dem Schluss, dass die biologische Antwort auf die Polyethylen-Partikel eine
Schliisselrolle in der Osteolyse spielt**. Wenn die Makrophagen durch die Polyethylen-Partikel

stimuliert werden, gibt es aus damaliger Sicht vier verschiedene Wege, wie sie zu der Osteolyse
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beitragen kénnen**: 1. Stimulierte Makrophagen, ein Milieu von inflammatorischen Zytokinen
und chemotaktischen Faktoren, fiihren zu einer Rekrutierung von himatopoetischen Osteoklas-
tenvorldufer Zellen aus dem GefaBsystem und somit zur verstarkten Osteolyse. 2. Stimulierte
Makrophagen schiitten TNF- o/ IL-1 aus, was zu erh6hter M-CSF und RANKL Produktion der
Osteoblasten fiihrt und somit die Differenzierung von Osteoklasten-Vorldufern in reife Osteo-
klasten verstérkt. 3. Die vermehrte TNF-a Ausschiittung aus den stimulierten Makrophagen
kann die Differenzierung von Osteoklasten-Vorldufern in Gegenwart von RANKL verstérken.
4. TNF-a kann reife Osteoklasten aktivieren, um Knochen zu resorbieren. Es ist moglich, dass
alle diese Mechanismen in vivo relevant sind fiir eine gesteigerte Osteolyse nach Aktivierung
der Makrophagen*.

Auch Catelas et al. zeigten 2011, dass Polyethylenpartikel die Zytokinausschiittung der Mak-
rophagen fordern und somit zu einer periprothetischen Osteolyse fiihren!>.
Cobalt-Chrom-Molybdan-Partikel 16sen auch eine unspezifische durch Makrophagen vermit-
telte Immunreaktion aus, dhnlich wie die Polyethylenpartikel. Samelko et al. postulierten 2016,
dass Co-Cr-Partikel als ,,danger signals* auch zu einer Inflammasom-Aktivierung fithren®!. Zu-
satzlich aber auch eine spezifische durch T-Lymphozyten vermittelte Typ IV Hypersensitivi-
tatreaktion!> (wie oben bereits erwihnt) bei schon sensibilisierten (Metallallergikern) Patienten
auslosen.

Sterner et al. berichteten 2004, dass Material und Partikelgrofe eine entscheidende Rolle spie-
len. In der Studie wurde gezeigt, dass durch kleinste Titanpartikel (0,2pum) die Makrophagen
deutlich weniger TNFa ausschiitten als bei groferen Partikeln. Weiterhin zeigt diese Studie,
dass Keramikpartikel eine geringere biologische Aktivitét besitzen als Titanpartikel. Bei direk-
tem Vergleich der beiden Partikelarten mit gleicher Konzentration und Gréf8e nahm die TNF-
a Sekretion bei Titanpartikel deutlich stérker zu als bei Keramikpartikeln®. Von Klinder et al.
wurde aber 2018 berichtet, dass Keramikpartikel bei PBMC (periphere Blut-mononukleére Zel-
len, einschlieBlich T-Lymphozyten) und Osteoblasten ebenfalls deutliche proentziindliche Ef-
fekte haben®. Jacobi-Gresser et al. zeigten, dass bei Stimulation mit Titanpartikeln die TNFa
und IL-1-f Sekretion von PBMC von Patienten mit Dental-Implantatlockerung deutlich héher
ist als in der Gruppe ohne Lockerung®. Unter anderem ergab diese Studie auch, dass die unter-
suchten Polymorphismen von IL-1a , IL-18, IL-1R und TNF- a eine héhere Privalenz in der
Gruppe mit Implantatversagen haben*. Eine Metaanalyse zu ,,IL-1 Polymorphismen* und Den-

talimplantatversagen zeigte allerdings, dass es auch Studien mit gegenteiligem Ergebnis gibt!!2.
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1.4 Zytokine

Zytokine sind hormondhnliche Botenstoffe, die von Leukozyten und einer Reihe anderer Zellen
produziert werden. Diese heterogene Gruppe von Proteinen hat eine grole Anzahl gemeinsamer
Charakteristika. Es sind sekretorische Proteine mit einem kleinen Molekulargewicht, sie haben
einen groBen Effekt auf das Immunsystem und die Regulierung der Entziindungsprozesse®, aber
auch auf diverse andere Prozesse, z.B. Gewebereparatur, Zellsterben und vieles mehr®. Es gibt
verschiedene sich ergdnzende Klassifikationen der Zytokine. Dies betrifft die Beschreibung der
Funktion, molekularbiologische Klassifikation und die Zuordnung zu den Zytokinrezeptoren®?.
In der funktionellen Zytokinklassifikation werden Interferone, Tumornekrosefaktoren, Wachs-
tumsfaktoren und Interleukine unterschieden®.

In der vorliegenden Arbeit wurden Interleukinpolymorphismen untersucht, insbesondere Inter-
leukin 1B (IL-1p) und Interleukin 1B-Rezeptor Antagonist (IL-1Ra). Interleukine (IL) gehoren
zu den proinflammatorischen Zytokinen, die eine wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen
spielen. Es gibt drei Mitglieder der Interleukin 1 Familie: IL-1a, IL-1 und den IL-1-Rezeptor
Antagonist (IL-1Ra). Aus einem Vorlduferprotein wird mittels einer Protease IL-1a und IL-13
abgespaltet. Jedes der beiden IL hat ein Molekulargewicht von 17kD, der IL-1Ra entwickelt
sich aus einem Signalpeptid??. Die IL binden an den IL-Rezeptor (IL-1R), von dem es zwei
verschiedene Typen gibt. IL-1R T ist ein 80 kD schweres Transmembranprotein, an das sich IL-
lo und B binden und welches der eigentliche Initiator der Signaltransduktion ist. Der zweite
Rezeptor IL-1R II ist ein 68 kD schweres Protein, an dem zwar IL-1f binden kann, das aber
keinen Effekt auf die Signaltransduktion hat!”.

IL-1B wird hauptsachlich in Monozyten gebildet. Verantwortlich fiir die Aktivierung von IL-
1B ist das Inflammasom, ein intrazelluldrer Multiproteinkomplex, der iiber verschiedene Bin-
dungsstellen verfligt*!. Das Inflammasom wird durch Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(PAMPs), das sind Oberfldchenstrukturen von Mikroorganismen, oder durch Danger-assozi-
ierte molekulare Muster (DAMPs), die z.B. bei Zelltod oder eben auch bei Prothesenabrieb
entstehen, aktiviert. Dieses aktivierte Inflammasom aktiviert die Caspase 1, die wiederum aus
dem inaktiven Pro-IL-1p das aktive IL-1B macht¥*#1:%, Das aktive IL-1B kann nun die Zelle
verlassen, an seine Rezeptoren binden und dort weitere Mediatoren fiir die Entzlindungsreakti-
onen aktivieren sowie seine inflammatorische Wirkung ausiiben'®. Des weiteren ist IL-1p ein

pro-Osteoklastenzytokin und somit kann es bei Fehlregulation zum Knochenabbau beitragen®?.
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1.5 Polymorphismus

Ein Polymorphismus ist definiert als an einem Genlokus vorkommende Variationen, die in ei-
ner Population auftreten. Diese Genvariationen miissen eine Privalenz von mehr als 1% in der
Population haben, sonst spricht man von einer Mutation!?’. Es gibt drei Arten von Sequenzva-
riationen. Einzelnukleotidpolymorphismus (Single Nucleotide Polymorphismus, SNP); hier
sind einzelne Nukleotide ausgetauscht. Insertion- und Deletionspolymorphismus; dabei handelt
es sich um den Einbau oder Verlust von mindestens einem Nukleotid aus dem DNA-Strang.
Minisatellitensequenzen oder auch ,,variabel number of tandem repeats* (VNTR); dieser Poly-
morphismus besteht aus einer unterschiedlichen Anzahl sich wiederholender Basenmotive!?’.
Die Polymorphismen kénnen auf dem kodierenden oder nicht kodierenden Teil des Genoms
liegen!?’. Sobald sie auf dem kodierenden Teil des Genoms liegen, sind es funktionelle Poly-
morphismen. Das heil3t, in Abhdngigkeit von der Lage und Art des Polymorphismus veridndert
sich die Expressionsstirke des Proteins, oder es dndert sich die Molekularstruktur und es kommt
somit zum teilweisen oder vollstindigen Funktionsverlust oder zur Uberproduktion des Pro-
teins 79107,

Polymorphismen, die im nicht kodierenden Teil der DNA liegen, sind demnach nicht funktio-
nelle Polymorphismen, da es zu keiner Translation und keiner Proteinexpression kommt.

Es gibt diverse Studien, in denen die Zusammenhdnge zwischen IL-1-Polymorphismen und
Erkrankungen untersucht wurden. Vorwiegend ist der IL-1-Polymorphismus mit chronisch ent-
zlindlichen Erkrankungen assoziiert. So zeigten Anderson et al 2011, dass unter anderem ein
Zusammenhang zwischen einem IL-1-Polymorphismus und Colitis ulcerosa besteht®. Des Wei-
teren wurden in verschiedenen Studien Zusammenhinge zwischen IL-1-Polymorphismen und
Osteoarthritis in der Hiifte und im Knie beschrieben®-%, Einige Studien geben Hinweise auf
Korrelationen zwischen Mutationen auf dem IL-1-Gen und chronischer Parodontitis. Signifi-
kant ist hier insbesondere der Unterschied in der kaukasischen Bevoélkerung?®. Auch Autoim-
munerkrankungen wie Morbus Basedow werden in Zusammenhang mit Polymorphismen der
Interleukin-1 Familie gebracht®.

Aber nicht nur chronisch entziindliche Erkrankungen stehen im Verdacht mit Mutationen auf
dem IL-1-Gen assoziiert zu sein. In einigen Studien wurde gezeigt, dass diese Polymorphismen
in Verbindung z.B. mit erhohtem Lungenkrebs-Risiko®8, erhohtem Risiko fiir Magenkarzi-

nom'%® und Barettkarzinom® stehen.
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Der IL-1-Polymorphismus wurde auch mit Zahnimplantatversagen in Verbindung gebracht. Es
gibt noch keine schliissigen Hinweise, dass Zahnimplantatversagen mit einem IL-1-Polymor-
phismus korreliert, aber es gibt einen moglichen Zusammenhang zwischen einem IL-1-Geno-
typen und einer Periimplantitis?!, die dem Implantatversagen vorausgeht. Eine Meta-Analyse
berichtet, dass die Kombination von zwei IL-1-Genotypen mit dem Risiko eines Zahnimplan-
tatversagens oder Lockerung assoziiert ist .

Ein systematisches Review von Del Buono et al. 2012 kommt zu dem Schluss, dass es ver-

schiedene Gen-Mechanismen gibt, die zu aseptischer Lockerung von Hiiftimplantaten fithren'®.

Die Gene der drei homologen Proteine des Interleukinl, IL-1a, IL-1-f und IL-1 Rezeptoranta-
gonist (IL-1RN) liegen auf dem langen Arm des Chromosoms 2, im Bereich von 2q12-q217°.
IL-1B-3954 (rs1143634) liegt auf dem Exon 5 des Chromosoms 2. In-vitro-Studien haben ge-
zeigt, dass das Allel T eine signifikante Hochregulierung der IL-1p Produktion mit sich bringt’’.
Der IL-1B-31 (rs1143627) Polymorphismus liegt in der Region der TATA BOX des IL-1B
Promotors in starker genetischer Kopplung (,,linkage disequilibrum®) zu IL-1B-511 (rs16944)

und verdndert dadurch die IL-1B Produktion?® .
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2 Ziel der Arbeit

Seit Jahren wird an der Universititshautklinik der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen
eine Spezialsprechstunde fiir Patienten mit Verdacht auf Implantat-Unvertraglichkeit/ -Allergie
betrieben. Es sind groftenteils Patienten mit komplikationsbehafteter Endoprothetik, die von
den betreuenden Orthopidden/Chirurgen nach Ausschluss ,.konventioneller Beschwerdeursa-
chen (wie Fehlstellung, ,,Impingement®, Infekt) zur erweiterten allergologischen Diagnostik
vorgestellt werden. Somit ergab sich die Mdglichkeit, diese Patienten einem Kollektiv be-
schwerdefreier Endoprothesentriager gegeniiberzustellen und folgende Fragen zu beantworten:

1. Gibt es eine Korrelation zwischen Polymorphismen des IL-1B-Gens (IL-1beta-3954,
IL-1beta-31, IL1-beta-511, IL-1RN) und der aseptischen Implantatunvertriaglichkeit?
Untersucht wurden hier speziell drei verschiedene Single Nucleotide Polymorphismen
des IL-1B-Gen (IL-1B-3954 (rs1143634), IL-1B-31(rs1143627), IL1-B-511(rs16944))
und eine Minisatellitensequenz (IL-1RN Intron 2).

2. Lassen sich nach Stratifikation z.B. bei Atopikern (Personen mit allergischer Rhinokon-
junktivitis und / oder allergischem Asthma bronchiale und / oder atopischem Ekzem)
oder bei Metallallergikern (hier speziell gegen Nickel, Kobalt oder Chrom) verschie-
dene Muster zwischen den beiden Gruppen erkennen?

3. Kann man anhand der Ergebnisse dieser Arbeit Risikofaktoren fiir Endoprothesenun-

vertraglichkeit ermitteln?
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3 Material und Methoden

In der vorliegenden Studie wurde im Vergleich zwischen beschwerdefreien und komplikati-
onsbehafteten Endoprothesentragern untersucht, inwiefern ausgewihlte Zytokinpolymorphis-
men sich unterscheiden. Zudem lagen klinische Daten, Fragebogen-gestiitzte Anamnese und
Testergebnisse der Allergiediagnostik (Epikutantest, Lymphozytentransformationstests) vor.
Diese Informationen konnten in die Auswertung mit einbezogen werden. Bei den beschwer-
debehafteten Patienten waren von den betreuenden Orthopéden ,,libliche* Beschwerdeauslo-
ser wie Fehlstellung, Lockerung, sonstige mechanische Ursachen und Infekt ausgeschlossen

worden, bevor eine Allergiediagnostik durchgefiihrt wurde.
3.1 Materialien

3.1.1 Reagenzien und Firmen

Reagenzien Firma

DNA Isolierung
peqGOLD Blood DNA Mini Kit (Order No. Peqlab
12-3482-02)

PCR
Phusion Hot Start Il DNA Polymerase Thermo Scientific
IL-1beta-3954 Primer MWG-Biotech
IL-1beta-31 Primer MWG-Biotech
IL-1beta-511 Primer MWG-Biotech
IL-1RN MWG-Biotech

Ultrapur dNTP Set 2’-Desoxynukleosid 5'- Amersham Pharmacia Biotech Inc

Triphosphat

Restriktionsverdau
Taq 1 Thermo Scientific
Alul Thermo Scientific

Aval Thermo Scientific



Reagenzien

Agarose Gel
Agarose
100bp DNA ladder
Blue/Orange 6x Loading Dye

Isolierung mononukleérer Zellen
Ficoll-Paque™ Plus
Heparin-Natrium
Medium RPMI-1640
L-Glutamin
humanes AB-Serum
MEM Vitamine
Non-essential-amino-acids (NEAA)
Antibiotic-/Antimykotic-Losung
Hanks" Salt Solution (HBSS)
HEPES

Cytometric Bead Array (CBA)
Human Soluble Protein Master Buffer Kit
IL-1 beta Flex Set human
IL-5 Flex Set human
IL-6 Flex Set human
IL-8 Flex Set human
IL-10Flex Set human
TNF a Flex Set human

Allgemein:

Wasser, Nuklease-frei, steril-filtriert und au-

toklaviert
Ethanol, Rotipuran >99,8%p.a.
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Firma

Invitrogen
Promega

Promega

Amersham Biosciences

Braun

Sigma
Biochrom
PAN Biotech
Biochrom AG
Biochrom AG
Gibco
Biochrom AG
Biochrom AG

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

BD Biosciences

Roth

Roth
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Essigsédure (96%) Merck

3.1.2 Gerite und Firmen

Geriite Firma

Bio Photometer Eppendorf
Brutschrank Napco
Durchflusszytometer FACSCanto™ BD Biosciences
Gefrierschrank (-80°C) GLF
Gelkammer V15 17 Peqlab
Kiihlschrank mit Gefriereinheit Bosch

Magnetriithrer IKA-Combimag RCH mit Heiz- Janke + Kunkel

platte

Neubauer-Zahlkammer Zintlnk

Pipettensatz (0.5-1000ul) Eppendorf
Thermocycler iCycler (96 x 0,2ml) Bio Rad
Thermocycler TGRADIENT Biometra
Thermomixer comfort Eppendorf
Tischwage R300 Sauter
Tischcentrifuge 5415R Eppendorf

Vortex Bender + Hobein AG

3.1.3 Verbrauchsmaterialien und Firmen

Yerbrauchsmaterialien Firma
0,2ml -PCR-Tubes Eppendorf
1,5ml Safe-Lock Tubes Eppendorf
Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 200ul, 1000ul)  Biosphere
12- Well Flat Bottom Suspension Cell Sarstedt

50ml-Rohrchen Sarstedt
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3.1.4 Puffer und Losungen

10x TBE-Puffer: 108g Trizma Base
55g Borsdure
40ml 0,5M EDTA (pH 8.0)
ad 11 H2O dest

3.2 Blutspender/ Ein- und Ausschlusskriterien

Wie unter ,,Ziel der Arbeit* ausgefiihrt sollte diese Arbeit nach moglicherweise unterschiedli-
chen Polymorphismen des IL-1B-Gens im Vergleich beschwerdebehaftete / beschwerdefreie
Endoprothesentrdger suchen. Dafiir wurde DNA aus den Zellen des peripheren Blutes verar-
beitet. Zwar konnte, wie anschlieend unter dem Punkt ,,Statistik* ausgefiihrt, eine Fallzahlbe-
stimmung nicht erfolgen, allerdings schien uns eine Zahl von 200 Studienteilnehmern sinnvoll.
Zwei Gruppen von Personen wurden als Blutspender fiir diese Untersuchung vorgesehen: A)
Beschwerdebehaftete Patienten, die mit der Verdachtsdiagnose Metallimplantatallergie bzw. zu
deren Ausschluss von ihren betreuenden Arzten zur allergologischen Diagnostik in unsere Im-
plantatallergie-Sprechstunde zugewiesen wurden; B) Patienten mit beschwerdefreier Endopro-
thetik, bei denen studienbedingt als ,,Vergleichskollektiv* ebenfalls eine allergologische Diag-
nostik durchgefiihrt wurde. Generell galten fiir beide Gruppen als Einschlusskriterium Volljéh-
rigkeit, keine Schwangerschaft, keine schwerwiegende/maligne Grunderkrankung, keine Ein-
nahme immunmodulierender oder immunsupprimierender Medikamente, ,,informed consent*
d.h. Zustimmung zur Untersuchung. Fiir Gruppe A (beschwerdebehaftete Patienten) galten
weiterhin folgende Kriterien: Es sollte ein konsekutiver Studieneinschluss erfolgen, das heif3t
die Patienten wurden nach Reihenfolge Threr Vorstellung in der Implantatallergie-Sprechstunde
zur Studienteilnahme gefragt. Die Patienten sollten entweder eine Knie- oder Hiiftendoprothese
(unabhingig von Modell oder Hersteller) haben, welche Beschwerden verursacht. Priméren-
doprothetik wére zu bevorzugen, das beschwerdebehaftete Implantat konnte aber auch eine Re-
vision erhalten haben, die Revision fiihrte aber weiterhin zu Beschwerden. Vorliegen eines In-
fektes war eines der Ausschlusskriterien. Ein weiteres Ausschlusskriterium war die fehlende

Vorab-Durchuntersuchung zu  Beschwerdeursachen durch den fachidrztlich zur
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Allergiediagnostik zuweisenden Arzt/Arztin. Dabei gilt generell, dass vor Beginn der ,,Aus-
schlussdiagnostik Implantatallergie* {iber unsere Sprechstunde eine Durchuntersuchung des
Patienten zu ,,iiblichen Beschwerdeauslosern durch die Zuweiser gefordert wird. Wir sind da-
bei sowohl von der Kompetenz der orthopadisch/chirurgischen Fachkollegen ausgegangen, als
auch von dem Umstand, dass die Zuweisung stattfand, weil die behandelnden Kollegen/innen
keine Ursachen fiir die Beschwerden finden konnten. So sind wir von einer stattgefundenen
orthopédischen Untersuchung, konventioneller Rontgendiagnostik sowie eventuell auch ergin-
zender Diagnostik (wie beispielsweise Gelenkpunktion zur Infektbeurteilung oder weitere ap-
parative Diagnostik zum Abschitzen einer moglichen Malposition) ausgegangen. Wir selbst
haben keine erginzende orthopéddische Untersuchung (z.B. zum Bewegungsausmal}) im Rah-

men der ,,Implantatallergiesprechstunde* vorgenommen.

Moglicherweise hat ein von den Patienten gegeniiber dem betreuenden Arzt geduBerter ,,Me-
tallallergie-Verdacht* zu einer priaferentiellen konsekutiven Vorstellung zur ,,Implantatallergie-

Abklarung* gefiihrt. Von unserer Seite war dies weder Einschluss- noch Ausschlusskriterium.

Die Blutspender der Gruppe B, d.h. die Kontrollgruppe der beschwerdefreien Endoprothesen-
trager, kamen aus der Orthopédischen Klinik Rummelsberg, aus der Orthopédischen Klinik der
Technischen Universitidt Miinchen und aus der Orthopéddischen Klinik der Ludwig-Maximili-
ans-Universitét. Hier erfolgte auch ein konsekutiver Einschluss der volljahrigen Patienten/in-
nen, die entweder zu einer Kontroll-Nachuntersuchung kamen oder sich fiir eine geplante En-
doprothetik an einem anderen Gelenk vorstellten — mit der aktuell einliegenden Endoprothetik
aber keine Beschwerden hatten. Die generellen Einschlusskriterien hatten wir oben schon ge-

nannt.

Insgesamt wurden 200 Blutproben bearbeitet nach erhaltener schriftlicher Einwilligung. Es
wurden jedem volljdhrigen Spender nach der Einwilligung ca. 2,5ml EDTA-Blut aus einer
Armvene entnommen. 450ul dieser EDTA- Blutproben wurden mit 1,3ml RNAlater gemischt
und kryokonserviert. Details zur weiteren Bearbeitung sind in den folgenden Abschnitten ge-
nannt. Nach Auswertung der Messwerte und Qualitdtskontrollen hatte sich leider gezeigt, dass
Datensitze von 5 Patienten nicht brauchbar waren. Dementsprechend wurden 195 Blutproben

und Datensétze fiir die Berechnung verwendet.

Das zustimmende Votum der Ethikkommission (Nr.: 230-12) lag vor.
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3.3 DNA-Isolierung

DNA wurde aus der eingefrorenen RNAlater-Probe mit dem pepGOLD Blood DNA Mini Kit
isoliert.

Zuerst wurden 500 pl RNAlater Blut bei Raumtemperatur und 10.000g 2 Minuten zentrifugiert,
der Uberstand abpipettiert und danach in 250 pl 10mM Tris (pH 8.0) resuspendiert. Diese Lo-
sung wurde fiir 10 Sekunden auf einem Vortex-Schiittler gemischt.

Der nichste Schritt war die Lyse der Zellen. Zu dem Probevolumen von 250ul wurden 25ul
Proteinase K und 250ul BL Buffer gegeben. Der Lyseansatz wurde ca. 10 Sekunden mit dem
Vortex-Schiittler gut gemischt, bevor er fiir 10 Minuten bei 70 °C inkubiert wurde. Wahrend
der Inkubation wurde der Ansatz einmal fiir 10 Sekunden mit dem Vortex-Schiittler durch-
mischt.

Nun wurde zu dem Lysat 260ul Isopropanol gegeben und vorsichtig gemischt. Dieser Gesamt-
ansatz (max. 750ul) wurde auf die Sdulen geladen und fiir 1 Minute bei 8.000g zentrifugiert.
Das Ziel dieses Schrittes war, die DNA an die Silikonmembran der PerfectBind DNA Column
zu binden.

Nach dem Zentrifugieren wurde der Sdulendurchfluss verworfen, der Waschvorgang begann
mit dem Ziel zelluldre Bestandteile und andere Kontaminationen zu entfernen. Das Waschen
der Losung erfolgt in drei Arbeitsschritten. Zunédchst wurden 500ul PW Blood Buffer auf die
Séule pipettiert und wieder bei 8.000g 1 Minute lang zentrifugiert. Danach wurde der Durch-
fluss verworfen, es wurden 600ul DNA Wash Buffer dazu gegeben und wieder bei 8.000g 1
Minute lang zentrifugiert. Dieser Schritt wurde nach Verwerfen des Séulendurchflusses noch-
mals wiederholt. Nach dem Zentrifugieren wurde der Durchfluss wieder verworfen und erneut
zentrifugiert (2 Minuten bei 10.000g), um den restlichen Wash Buffer zu entfernen und um die
Séule trocken zu zentrifugieren.

Anschliefend wurden die Sdulen auf sterile 1,5 ml Eppendorf- Tubes gesetzt. 200ul, Elution
Buffer (vorgewédrmt auf 70°C) wurden direkt auf die Matrix pipettiert und fiir 2 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, dann wiederum bei 5.000g fiir 1 Minute zentrifugiert. Diese Elution

wurde insgesamt zweimal wiederholt.
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3.3.1 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentrationsbestimmung wurde mittels eines Photometers bei einer Wellenldnge von
260nm durchgefiihrt, 10pul der gerade gewonnenen DNA wurden mit Aqua dest. verdiinnt.

Das Ergebnis wurde mit Hilfe des Lambert-Beer schen Gesetzes ermittelt:

¢ = E260nm x £/ (g X d)

¢ = Konzentration (ng/pl)

E260nm = gemessener Extinktionskoeffizient bei 260 nm
f = Verdlinnungsfaktor

d = Schichtdicke (1 cm)

¢ = Extinktionskoeffizient:

ds DNA: 50-1ul/ng

3.3.2 Ethanolfillung

Die geloste DNA wurde mit 1/10 des Volumens einer 3M Natriumacetat-Losung und dem
2,5fachen des Volumens an kaltem absolutem Ethanol versetzt. Dieses Gemisch wurde vor-
sichtig geschiittelt und danach bei -20°C iiber Nacht inkubiert.

Am néchsten Tag wurde die Mischung bei 4°C fiir 10 Minuten bei hochster Geschwindigkeit
zentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt. AnschlieBend wurde das Pellet mit
Iml 75% Ethanol geldst und wieder bei 4°C fiir 10 min mit max. Geschwindigkeit zentrifugiert.
Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand erneut abgenommen und das Pellet nun bei
Raumtemperatur fiir 5 Minuten getrocknet. Daraufhin wurde das Pellet mit genau der Menge
Elution Buffer geldst, so dass 40 ng/ul DNA in einer Probe enthalten waren. Die Proben wurden

nochmals auf Eis gestellt.
3.4 Genotypisierung

3.4.1 Untersuchte Polymorphismen

In dieser Studie wurden vier Polymorphismen des IL-1 Gens untersucht, vollstandige Bezeich-

nung und Basensequenzen sind in Tabelle 1 aufgelistet.
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Polymorphismus Sequenzen

IL-1B-3954 CTCCACATTTCAGAACCTATCTTCTT[C/T]IGACACATGG-

(rs1143634) GATAACGAGGCTTATG

IL-1B-511 CTACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTC[A/G]GGAGCTCTCTGTCA-

(rs16944) ATTGCAGGAGC

IL-1B-31 AGCCTCCTACTTCTGCTTTT-

(rs1143627) GAAAGC[C/T]JATAAAAACAGCGAGGGAGAACTGG

IL-1RN ACTCCTATTGACCTGGAGCACAGGT[(ATCCTGGGGAAAGT-

Intron 2 VNTR GAGGGAAATATGGACATCACATGGAACAACATCCAGGAGACT-

(rs2234663) CA-
GGCCTCTAGGAGTAACTGGGTAGTGTGC)2/3/4/5/6]TTGGTTTA

Tabelle 1: Basensequenz der verwendeten Polymorphismen mit den polymorphen Basen in eckigen Klammern

Die Typisierung der Polymorphismen IL-1B-3954(rs1143634), IL-1B-511 (rs16944), IL-1B-
31 (rs1143627) und des Mini-Satelliten IL-1RN Intron 2 VNTR (rs2234663) wurde in dieser
Studie durch Amplifizierung mittels PCR und Restriktionsverdau durchgefiihrt

3.4.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode, um zielgerichtet bestimmte DNA-
Abschnitte zu amplifizieren. Sie wurde erstmals 1986 von Mullis et al. beschrieben®.

Es wurde eine sog. Hot-Start-PCR verwendet, das heif3t, der erste Schritt ist eine einmalige
lingere Denaturierung bei 98°C fiir 25 sec, um sicher zu stellen, dass alle DNA-Stringe ge-
trennt worden sind.

Darauthin folgen die 40 PCR Zyklen. Sie laufen in drei sich wiederholenden Schritten ab. (Die
angegebenen Temperaturen beziehen sich auf die in dieser Studie verwendeten Temperaturen).
Denaturierung bei 98°C, dabei trennen sich die komplementéren Stiicke der DNA.
Annealing, Primer abhéngige Temperatur: bei diesem Schritt lagert sich der Primer an das zu

vervielfiltigende komplementdre DNA Stiick an.
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Polymorphismus Primersequenzen Annealing-Temperatur
IL-1beta-3954 GTTGTCATCAGACTT- 52°C
(rs1143634) (PrimerA) TGACC
TTCAGTTCATATG-
GACCAGA
IL-1beta- 31 TCTTTTCCCCTTTCCTT- 55°C
(rs1143627) (Primer B) TAACT
GAGAGACTCCCT-
TAGCACCTAGT
IL1-beta-511 TGGCATT- 55°C
(rs16944) (Primer C) GATCTGGTTCATC
GTTTAGGAATCTT-
CCCACTT
IL-1RN CCCCTCA- 65°C
Intron 2 VNTR (rs2234663) | GCAACACTCC
(Primer D) GGTCA-
GAAGGGCAGAGA

Tabelle 2: Basensequenz der verwendeten Primer mit spezifischer Annealing-Temperatur

Elongation bei 72°C. In diesem Schritt entsteht ein komplementérer DNA Strang.

Bei jedem Zyklus verdoppelt sich die Anzahl der DNA Striange. Es werden 40 Zyklen durch-

geflihrt.

Nach den 40 Zyklen schlief3t sich ein letzter Schritt, die Endextension, an. Bei 72°C fiir 10

Minuten werden unvollstindige PCR-Produkte komplementiert. AnschlieBend wird auf 4°C

heruntergekiihlt.

Fiir die oben genannte PCR-Reaktion wurden folgende Bestandteile in ein 0,2ul PCR-Tube

gegeben:
Aqua Dest.
5x Phusion HF
Primer Mix
10mM NTP’s
DNA Template

30,5ul
10ul
2ul
2ul
Sul
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Phusion Polymerase 0,5ul
Zu jedem PCR- Ansatz wurde eine Kontrollprobe, destilliertes Wasser anstelle der DNA-Probe,

beigefiigt, um mdgliche Kontaminationen auszuschlieen.

3.4.3 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen konnen an bestimmten Stellen der DNA sequenzspezifisch schnei-
den. Existiert der gesuchte Polymorphismus, kann dieses Enzym dort schneiden, und es entste-
hen unterschiedlich lange DNA-Stringe, die in einer Agarosegelelektrophorese dargestellt wer-
den konnen.

Bei Mini-Satelliten DNA, wie bei dem Polymorphismus IL-1RN Intron 2 VNTR (rs2234663),
ist kein Restriktionsverdau notig, da dort bereits in der PCR unterschiedlich lange DNA-Stiicke

auftreten.

In dieser Studie wurden die in Tabelle 3 dargestellten Restriktionsansétze in ein 0,2ul PCR-

Tube gegeben und bei der angegebenen Temperatur inkubiert.
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Kompo- Taq I: Alu 1: IL-|Aval:

nente IL-1beta-3954 | 1beta- 31 (Pri- | IL1-beta-511
(Primer A) mer B) (Primer C)

H20 lé6ul lé6ul lé6ul

10x Buffer | 3pl 3ul 3ul

PCR- 10ul 10ul 10ul

Produkt

Enzym Il Il Il

Inkubation | 65°C, 10min 37°C, 30min 37°C, 10min

65°C, 5min 65°C, 5min

Tabelle 3: Restriktionsverdauansatz und Inkubationszeit

3.4.4 Agarosegelelektrophorese

Durch die Agarosegelelektrophorese konnen die Fragmente des Restriktionsverdaus sichtbar

gemacht werden. Hier wird die Ladung der DNA ausgenutzt, denn durch ihre negative Ladung

wandert die DNA in einem elektrischem Feld. Die DNA Stiicke werden nach ihren Basenpaar-

lingen getrennt.

Es werden jeweils 20ul des Restriktionsverdaus auf ein 2,5%iges Agarosegel gegeben. In die

erste Geltasche jeder Spur wurde eine 100bp-Leiter aufgetragen. Der Gellauf erfolgt bei 100V

fiir ca. zwei Stunden. Danach wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und die Banden unter

UV-Licht sichtbar gemacht. Beispiel-Elektrophorese-Resultate sind hier in Abbildung 1 ge-

zeigt.
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Primer A Primer B

100bp c 100bp T: 97bp
114bp+136
bp
T:184bp
200bp 200bp
T: 250 bp
300bp 20060 C:281bp
400bp 400bp
500bp 500bp
)
! ! T Y
Homozygot Heterozygot Homozygot  Heterozygot
a) b)
Primer C Primer D
100bp C:115bp
100bp
200bp C:189bp
200bp
300bp
—— T:304bp
240
bp
400bp 300bp
412
500bp . 400bp bp
Homozygot Heterozygot 500bp
<) d)

Abbildung 1: Gel-Elektrophorese-Resultate a) Primer A IL-1beta-3954, b) Primer IL-1beta- 31, c) Primer C IL1-beta-
511, d) Primer D IL-1RN Intron 2 VNTR

Nach dem Restrektionsverdau entstehen unterschiedlich lange Fragmente (Tabelle 4), je nach
dem, welches Allel vorhanden ist, wird es geschnitten oder es bleibt unverdaut. Bei IL-1RN
Intron 2 VNTR (rs2234663) sind bereits nach der Amplifikation mittels PCR unterschiedlich
lange Fragmente vorhanden. Diese entstehen aus der unterschiedlichen Zahl der Wiederholun-

gen des 86 Basenpaar-langen Genabschnittes.
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Polymorphismus Fragmentldngen
IL-1B-3954 T: 250 bp (ungeschnitten)
(rs1143634) C: 136 bp + 114 bp (geschnitten)
IL-1B-31 C: 281 bp (ungeschnitten)
(rs1143627) T: 184 + 97 bp (geschnitten)
IL-1B-511 T: 304 bp (ungeschnitten)
(rs16944) C: 189 bp + 115 bp (geschnitten)
IL-1RN Allel 1: 412 bp (4 Wiederholungen)
Intron 2 VNTR (rs2234663) Allel 2: 240 bp (2Wiederholungen)
Allel 3: 498 bp (5 Wiederholungen)
Allel 4: 326 bp(3 Wiederholungen)
Allel 5: 584 bp (6 Wiederholungen)

Tabelle 4: Lange der geschnitten und ungeschnittenen PCR-Produkte

3.5 Hintergrundinformation zu den Patienten

3.5.1 Fragebogen-gestiitzte Anamnese

Die Anamneseerhebung in der Implantatallergiesprechstunde wurde beim Aufnahmegespriach
durch einen standardisierten Fragenbogen erginzt. In diesem wurden Vorerkrankungen, Im-
plantat- und Knochenzementtypen sowie Beschwerden, die Art einliegender Implantate, Den-
talmaterialvertrdglichkeit und Allergieanamnese erfragt. Nach Abschluss der Studie war auf-
gefallen, dass unter dem Fragebogen-Punkt ,,Haben Sie heute Beschwerden in Zusammenhang
mit dem Implantat™ auch die anzukreuzende Antwort ,,Lockerung® aufgefiihrt ist. Da dies je-
doch nicht den Beschwerden zuzurechnen ist, sondern eine Diagnose (vermutlich vom betreu-
enden Arzt dem Patienten mitgeteilt) darstellt, haben wir dies entsprechend im Ergebnisteil
unter 4.1. nochmals im Text erwéhnt und nicht in die Tabelle 7 (,,Art der Beschwerden®) mit

aufgenommen. Im Anhang ist der Fragebogen abgebildet, Abbildung 2 und Abbildung 3 .

3.5.2 Allergiediagnostik

Bei den in der Implantatallergiesprechstunde betreuten Beschwerden-behafteten Patienten wur-
den entsprechend der Zuweisung (,,Verdacht auf Implantatallergie / Ausschluss Implantataller-

gie) im Anschluss an das Anamnesegesprich ein Epikutantest (ECT) und ein
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Lymphozytentransformationstest (LTT) durchgefiihrt. Beide Testungen werden zur Beurtei-
lung einer Spattyp-Sensibilisierung eingesetzt. Dabei ist der ECT ein standardisiertes Routine-
verfahren der Allergiediagnostik, das z.B. bei Verdacht auf eine Metallallergie oder eine Aller-
gie auf einen Knochenzementbestandteil angewendet wird.

Der ECT umfasst die Standardreihe (welche bereits Testpridparationen zu Nickel, Kobalt,
Chrom enthélt), eine zusétzliche Implantatmetall-Reihe (enthilt Testpraparationen zu Mangan,
Molybdén, Titan und Vanadium) sowie - falls Knochenzement verwendet wurde - eine Test-
reihe mit potentiellen Knochenzementkomponenten (Testpraparationen zu Methylmethacrylat,
Hydroxyethylmethacrylat (HEMA), Benzoylperoxid, Hydrochinon, N,N,Dimethyl-p-Toluidin,
Kupfer und Gentamicin). Die Knochenzementkomponenten-Testreihe wurde von unserer Ar-
beitsgruppe etabliert, indem die o.g. zur Testung zugelassenen Einzelsubstanzen zu einer Test-
reihe zusammengefiigt wurden. Dabei war auch die Testpréparation zu Gentamicin mit aufge-
nommen, da wir a) im Vorfeld anhand der Implantatpésse bei Patienten oft die Verwendung
Antibiotika- (speziell Gentamicin-) haltiger Knochenzemente gesehen hatten und b) unter an-
derem in dem im Springer Verlag erschienenen Standardwerk ,,PMMA Cements* von Prof.
Kiihn ebenfalls auf die hdufige Verwendung von Antibiotika-(speziell Gentamicin-) haltigem
Knochenzement hingewiesen wird *°. Erfreulicherweise wurde auf der Wintersitzung der DKG
(Deutsche Kontaktallergiegruppe) im November 2019 die oben beschriebene Knochenzement-
testreihe offiziell empfohlen und in die deutschen Testprogramme mit aufgenommen. Die Tes-
tablesung wurde gemiB Vorgabe der DKG (Deutsche Kontaktallergiegruppe) durchgefiihrt®¢-87,
Der LTT wurde mit den Metallen Nickel, Chrom, Kobalt gemdl Summer et al®**1*2 durchge-
fiihrt. Wie unter ,,Ziel der Arbeit* ausgefiihrt steht die Zytokin-Polymorphismus-Beurteilung

im Mittelpunkt der Dissertation, sodass dieser Aspekt unter 3.3.ausfiihrlicher dargestellt wurde.
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3.6 Statistik

Bei der vorliegenden Studie gab es mehrere Besonderheiten, die auf eine statistische Auswer-
tung der Daten Einfluss nehmen. So liegt zum Thema ,,Zytokin-Polymorphismen und kompli-
kations-/beschwerdenbehaftete Endoprothetik keine Verdffentlichung vor. Dementsprechend
gab es auch keine Vergleichsdaten fiir eine mogliche Fallzahlberechnung. Deshalb wurde eine
Fallzahlabschiatzung auch nicht durchgefiihrt, da es sich um die erste Studie mit dieser Frage-
stellung handelt. Weiterhin hatten wir ein relativ heterogenes Patientengut (hauptséchlich
,2JKnieendoprothetik®) in Bezug auf komplikations-/beschwerdebehaftete Endoprothetik, wel-
ches aus einer konsekutiven Patientenreihe aus der ,Implantat-Allergiesprechstunde® resul-
tierte. Andererseits gingen wir davon aus, dass ,,Zytokinpolymorphismen* zwar personengege-
ben sind aber nicht vom verwendeten Implantattyp / Knochenzement abhdngen — und wir mit
den o.g. Einschrinkungen doch Aussagen machen konnten. Zur Unterstiitzung bei der statisti-
schen Auswertung der Daten hatten wir uns an das Beratungslabors (StaBLab) am Institut fiir
Statistik der Ludwig-Maximilians-Universitédt (Leitung von Prof. Kiichenhoff) gewandt und
entsprechende Hilfe bei der Datenauswertung erhalten.

Die Berechnung der Daten erfolgte mittels Kreuztabellen. Die kategorialen Variablen wurden
als Hiufigkeiten und Prozentsitze ausgedriickt iiber Einsatz des Fisher’s Exact Test mit einem
Allel-Modell, um die Allel-Verteilung in den Gruppen darzustellen. Der Fisher’'s Exact Test
wurde gewéhlt, da er im Vergleich zum Chi-Quadrat Test keine Anforderungen an den Stich-
probenumfang stellt und auch bei kleineren Beobachtungszahlen zuverlédssige Resultate erzielt.
Des Weiteren erfolgten Chancen- Analysen mit Odds Ratio, um die Stirke des Zusammenhangs
der Merkmale darzustellen. Diese statistischen Methoden wurden bereits von anderen Autoren
im Rahmen von Studien zu genetischen Assoziationen bei verschiedenen Erkrankungen ver-
wendet 1661111
Zu berticksichtigen ist weiterhin, dass es sich um eine explorative Studie handelt. Daher wurden

keine Korrekturen des Signifikanzniveaus vorgenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Studienpopulation

Die Studienpopulation besteht insgesamt aus 195 Kaukasiern. Davon befinden sich 102 Perso-
nen in der Beschwerdegruppe (mit vom zuweisenden Arzt nicht eruierbaren Auslésern der Be-
schwerden und damit Vorstellung zur Abklarung bei Verdacht auf Implantatallergie) und 93
Personen mit beschwerdefreien Endoprothesen in der Kontrollgruppe. Die Beschwerdegruppe
setzte sich aus 72 weiblichen und 30 ménnlichen Personen zusammen, wihrend die Kontroll-
gruppe aus 70 weiblichen und 23 ménnlichen Personen besteht. Der Altersdurchschnitt der Be-

schwerdegruppe lag bei 64 Jahren, in der Kontrollgruppe bei 71,7 Jahren; siche Tabelle 5.

Beschwerdegruppe Kontrollgruppe
Gesamt 102 93
Alter
Mittelwert 64 71,7
Min 41 18
Max 81 96
Geschlecht
Weiblich 72 70,60% 70 75,30%
Ménnlich 30 29,40% 23 24,70%

Tabelle 5: Alter und Geschlechterverteilung der Studienpopulation

Zu allen Personen liegen klinische Daten, Fragebogen-gestiitzte Anamnese und Ergebnisse der
Allergie Diagnostik vor; sofern vorhanden auch Kopien der Implantatpésse; die Ergebnisse der
Vorabuntersuchung der Beschwerdepatienten durch die zuweisenden Arzte sind nur teilweise
vorhanden.

Die folgenden Zahlen wurden mittels der Fragebogen gestiitzten Anamnese erhoben.

Die Beschwerdegruppe besteht aus 98 Personen mit Knie-Endoprothesen und vier Personen
mit Hiift-Endoprothesen. Von diesen 102 Personen hatten 71 eine Primédrendoprothetik und bei

31 waren bereits (uns im Detail nicht bekannte) Revisionseingriffe vorgenommen worden. In
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der Kontrollgruppe haben 41 Personen Knie-Endoprothesen und 52 Hiift-Endoprothesen. Die
mittlere Endoprothesen-Liegedauer in der Beschwerdegruppe ist 21,4 Monate (+/- 16,7 Mo-
nate) und in der Kontrollgruppe 54,1 Monate (+/- 42,4 Monate). Vereinzelte Patienten hatten
im Anamnesebogen zwar keine Angaben zu ,,zementiert / unzementiert gemacht, es konnten
aber ergénzend iiber Notizen des Anamnese-Gesprichs und iiber den Implantatpass die entspre-
chenden Informationen erhalten werden. Dementsprechend gab es in der Beschwerdegruppe 91
Implantattriger mit Knochenzementverwendung sowie in der Kontrollgruppe 31, siche Tabelle
6.

Von den 11 nicht zementierten Endoprothesen in der Beschwerdegruppe sind vier Hiiftendop-
rothesen und 7 Knieendoprothesen. Von diesen 7 Kniendoprothesen sind vier Primérendopro-
thesen und drei Revisionen. Es wurden keine weiterfiihrenden Angaben gemacht warum bei

diesen Patienten kein Knochenzement verwendet wurde.

Lokalisation Beschwerdegruppe N= 102 Kontrollgruppe N=93
Knie 98 96,10% 41 44,10%
Hiifte 4 3,90% 52 55,90%
Liegedauer in Monaten 21,4 54,1

(+/-16,7) (+/-42,4)
Knochenzement-Verwendung aktuell
ja 91 89,2% 31 33,3%
nein 11 10,8% 54 58,1%
unbekannt 0 0% 8 8,6%

Tabelle 6: Lokalisation der Implantate, Liegedauer mit (+/-) Standardabweichung, Verwendung von Knochenzement.

Die Implantate stammen von verschiedenen Firmen. Anhand der uns vorliegenden Daten kon-
nen wir sagen: In der Beschwerdegruppe wurden am héiufigsten Endoprothesen von der Firma
DePuy (30 Stiick) und Zimmer/Centerpluse (30 Stiick), am zweit hdufigsten von der Firma
Stryker (9Stiick) verwendet. Die restlichen Implantate sind von diversen anderen Firmen, unter
anderem von Biomet Oxford, Smith&Nephew, ESKA. In der Kontrollgruppe wurde die Firma
ESKA (37 Stiick) am haufigsten beobachtet. Am zweithdufigsten wurden Endoprothesen der
Firma Zimmer/Centerpulse (13 Stiick) implantiert. Bei 32 Personen sind uns die Implantat-

Hersteller unbekannt, siche Tabelle 18 im Anhang. Insgesamt wurde somit Endoprothetik von
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verschiedenen Herstellern repréasentiert. Die Heterogenitét der verwendeten Endoprothesenmo-
delle sowie der Einschluss von Knie- und Hiiftendoprothetik fiihrt zu einer Stichprobenverzer-
rung — auch im Hinblick auf unterschiedlich ausgepriagten Beschwerden in Abhingigkeit von
Hiift- oder Knieendoprothetik.

Des weiteren wurde nach der Art der Beschwerden gefragt. In der Beschwerdegruppe leiden
94,1% an Schmerzen, 78,4% unter Bewegungseinschriankung, 71,6% unter Schwellungen und
30,4% unter Ergiissen des betroffenen Gelenks, seltener wurden Rétungen oder Ekzeme er-
wihnt. In der verwendeten Version des Fragebogens wurde auch ,,Lockerung* als ,,Ankreuzant-
wort™ unter der Rubrik ,,Beschwerden* gelistet. Wie unter 3.5.1. erwéhnt ist ,,Lockerung® je-
doch nicht den Beschwerden zuzurechnen, sondern es stellt eine Diagnose (vermutlich vom
betreuenden Arzt dem Patienten mitgeteilte) dar. Dementsprechend geben wir hier separat an,
dass 20 Patienten der Beschwerdegruppe ,,Lockerung* mit genannt haben. Die Kontrollgruppe
war beschwerdefrei. Teils lagen mehrfache Antworten, d.h. mehrere angegebene Beschwer-

den/Patient vor. Dies ist in Tabelle 7 zusammengefasst.

Art der Beschwerden Beschwerdegruppe N=102 Kontrollgruppe N= 93
Schmerzen 96 94,1% 0 0%
Rotung 15 14,7% 0 0%
Ekzem 7 6,9% 0 0%
Erguss 31 30,4% 0 0%
Schwellung 73 71,6% 0 0%
Bewegungseinschrinkung 80 78,4% 0 0%

Tabelle 7: Art der Beschwerden in der Studienpopulation (Mehrfach Antwort moglich), die Angabe der Lockerung wurde

nicht mit aufgefiihrt, da es sich um eine Diagnose handelt.

Bei der Frage nach dem Vorhandensein von kiinstlichem Zahnmaterial zeigte sich, dass in der
Beschwerdegruppe 96 Personen kiinstliches Zahnmaterial haben. 16 der 96 Personen aus der
Beschwerdegruppe gaben ,,Probleme* mit den kiinstlichen Zahnmaterialien an. In der Kontroll-
gruppe gibt es 79 Personen mit kiinstlichem Zahnmaterial. In dieser Gruppe hat niemand Be-

schwerden mit den kiinstlichen Zahnmaterialien angegeben; siche Tabelle 8.

Kiinstliches Zahnmaterial Beschwerdegruppe N= 102 Kontrollgruppe N= 93

kiinstliches Zahnmaterial 96 94,1% 79 84,9%

Beschwerden durch kiinstliches Zahn-
material 16 15,7% 0 0,0%

Tabelle 8:Angaben iiber kiinstliches Zahnmaterial und Zahnmaterial- Beschwerden in der Studienpopulation
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26 Personen in der Beschwerdegruppe waren Raucher, 72 waren Nichtraucher, bei 4 Personen
fehlten die Daten. In der Kontrollgruppe waren 20 Raucher und 73 Nichtraucher; siehe Tabelle
9.

Rauchen Beschwerdegruppe N= 102 Kontrollgruppe N=93
Rauchen friiher 19 18,60% 16 16,70%
Rauchen heute 7 6,90% 4 3,80%
Raucher insgesamt 26 25,5% 20 20,5

Tabelle 9: Rauchverhalten der Studienpopulation

Zusitzlich wurde nach Vorhandensein von Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis ge-
fragt, d.h. nach Heuschnupfen, allergischem Asthma und Neurodermitis. Dabei war eine Mehr-
fachnennung mdglich. Wenn eine der Erkrankungen vorliegt spricht man von einer Atopie. In
der Beschwerdegruppe gibt es 25 Atopiker. In der Kontrollgruppe berichten 15 Personen von
einer Atopie, die restlichen 78 Personen haben keine Atopie. Die Verteilung der einzelnen
Krankheiten kann Tabelle 10 entnommen werden.

Eine anamnestische kutane Metallunvertraglichkeit (KMU; z.B. Juckreiz, R6tung, Ekzem bei
Metallkontakt tiber Ohrring, Uhrarmband, Jeansknopf, Modeschmuck) ergibt sich bei 25 Per-
sonen aus der Beschwerdegruppe. In der Kontrollgruppe berichten 9 Personen iiber eine KMU,
siche Tabelle 10. Diese Angaben wurden beim Ausfiillen des Fragebogens gemacht. Uns ist

aber nicht bekannt, ob diese ,,KMU* erst kiirzlich aufgefallen war oder schon seit Jahren be-

stand.
Beschwerdegruppe N= 102 Kontrollgruppe N=93
Atopie gesamt 25 24,5% 15 16,1%
Heuschnupfen 19 18,7% 11 11,8%
Asthma 13 12,7% 5 5,4%
Neurodermitis 0 0,0% 0 0,0%
Kutane Metallunvertréglichkeit (KMU) 25 24,5% 9 9,7%

Tabelle 10: Atopie und kutane Metallunvertraglichkeit in der Studienpopulation (Mehrfach-Antwort moglich)

Des Weiteren wurden Epikutantestungen (ECT) nach den Standards der Deutschen Kontaktal-
lergie-Gruppe (DKG) durchgefiihrt. Unter anderem wurden Nickel-, Chrom- und Kobalt-Pri-

parationen getestet, welche iiber die bei jedem Patienten getestete Standardreihe erfasst sind.
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Bei Personen mit zementierten Endoprothesen wurden auch die unter 3.5.2. beschriebenen

Knochenzementkomponenten getestet. Details siche Tabelle 19 im Anhang.

Auf Nickel reagierten in der Beschwerdegruppe 20 Patienten positiv, in der Kontrollgruppe 9.

Auf Kobalt wurden 7 positive Reaktionen in der Beschwerdegruppe gesehen, in der Kontroll-
gruppe reagierten 9 Patienten positiv.

Auf Chrom reagierten in der Beschwerdegruppe 2 Probanden positiv. In der Kontrollgruppe
reagierte einer positiv.

Der ECT mit den Knochenzementkomponenten wurde bei allen Patienten mit zementierten En-
doprothesen durchgefiihrt. In der Beschwerdegruppe war bei einem Patienten die Primédrendop-
rothese zundchst zementiert. Er wurde jetzt zur Implantatallergie-Diagnostik vorgestellt mit der
aktuell revidierten, nicht mehr zementierten Endoprothetik. Deswegen wurde trotz der aktuell
nicht zementierten Endoprothetik wegen der Frage nach vorab bestandener Knochenzemental-
lergie ein ECT auf die Knochenzementkomponenten durchgefiihrt. Auch in der Kontrollgruppe
wurde eine Person bei unzementierter Endoprothetik zusétzlich auf die Knochenzementkom-
ponenten getestet, da sich in der Anamnese der V.a. auf eine Acrylat-Unvertréglichkeit ergab.
Dies erklédrt weshalb insgesamt bei 92 Personen aus der Beschwerdegruppe und 32 Personen
aus der Kontrollgruppe die Knochenzementkomponenten getestet wurden — aber nur bei 91
Personen in der Beschwerdegruppe und 31 in der Kontrollgruppe aktuell zementierte Endopro-
thesen vorlagen. In der Beschwerdegruppe wurden bei 2 Personen, bei denen eine ECT auf
Knochenzementkomponenten durchgefiihrt wurde, kein Gentamicin getestet, genauere Anga-
ben hierzu liegen nicht vor.

In der Beschwerdegruppe traten auf 4 Komponenten positive ECT-Reaktionen auf — in der
Kontrollgruppe nur auf eine Komponente. Am héufigsten ist in der Beschwerdegruppe eine
positive Reaktion auf Gentamicin (9 Personen) gefolgt von 8 Testreaktionen auf Benzoylper-
oxid und jeweils 2 auf HEMA sowie auf N,N-Dimethyl-p-Toluidin. In der Kontrollgruppe gab
es nur 2 Testreaktionen auf Benzoylperoxid positiv. Die Tabelle 11 zeigt die Testreaktionshdu-
figkeit, wobei zu den Knochenzement-ECT-Zahlen ergéinzt Prozentzahlen in Relation zur Zahl

der getestet Knochenzementkomponenten angegeben sind.
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Beschwerdegruppe N= 102 Kontrollgruppe N= 93
ECT Metalle
Nickel positiv 20 19,6% 9 9,7%
Kobalt positiv 7 6,9% 3 3,2%
Chrom positiv 2 2,0% 1 1,1%
ECT Knochenzementkomponenten Beschwerdgruppe N =92 Kontrollgruppe N= 32
Gentamicin positiv 9 8,8%%*, 9,8%** 0 0,0%%* **
Benzoylperoxid positiv 8 7,8%%*, 8,7%** 2 2,2%%*, 6,3%**
HEMA positiv 2 2,0%%*, 2,2%** 0 0,0%*,**
N,N-Dimethyl-p-Toluidin positiv 2 2,0%%*, 2,2%%** 0 0,0%%*, **

Tabelle 11: ECT-Testergebnisse (mehrfach positive Ergebnisse moglich); HEMA= Hydroxyethylmethacrcylat. In dieser Ta-
belle werden nur die positiv getesteten Metalle aus der Standardreihe und die positiven Ergebnisse aus den Knochenzement-

komponenten-Testungen dargestellt. *% bezogen auf das gesamte Kollektiv, ** % bezogen auf zementierte Endoprothesen.

Weiter sind Lymphozytentransformationstests (LTT) durchgefiihrt worden. Eine positive Re-
aktion ergab sich ab Stimulationsindex 3; darunterliegende Werte waren fraglich oder negativ
gemil den unter 3.5.2 zitierten Literaturstellen. Es zeigte sich bei 29 Personen aus der Be-
schwerdegruppe eine positive Reaktion gegeniiber Nickel im LTT, in der Kontrollgruppe ist
bei 18 Personen eine positive Reaktion gegeniiber Nickel im LTT gesehen worden. Gegeniiber
Kobalt wurde bei 3 Personen aus der Beschwerdegruppe und bei einer aus der Kontrollgruppe
eine positive Reaktion beobachtet. Der Chrom-LTT zeigte bei 3 Personen aus der Beschwerde-

gruppe und bei keiner aus der Kontrollgruppe eine positive Reaktion. Die Tabelle 12 stellt dies

im Uberblick da.

LTT-Test Beschwerdegruppe N= 102 Kontrollgruppe N= 93
LTT-Chrom positiv 3 2,9% 0 0,0%
LTT-Kobalt positiv 3 2,9% 1 1,1%
LTT-Nickel positiv 29 28,4% 18 19,4%

Tabelle 12: LTT-Testergebnisse

AbschlieBend ist zusammenfassend bewertet worden, ob bei Fehlen ,,sonstiger Ursachen* fiir
die Beschwerden aber positivem ECT und / oder LTT unter Einbeziehen der Anamnese dem-
entsprechend ein Hinweis auf eine Implantatallergie vorliegt. Diese Bewertung ist subjektiv, da
es hierzu keine Referenzliteratur gibt. Wir haben die Wortwahl ,,Hinweis auf Implantatallergie*
(und Abstufungen) bewusst getroffen, da in der Fachliteratur die Diagnose ,,Implantatallergie*

kontrovers gesehen wird und oft als Ausschlussdiagnose angesehen wird (unter Einbeziehen
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moglichst vieler differentialdiagnostischer Untersuchungsparameter einschlielich Beurteilung
der periimplantiren Histologie sowie z.B. Beschwerdefreiheit nach Wechsel auf ,,hypoaller-
gene Materialien). Je nachdem, welche und wie viele Allergietest-Parameter positiv waren,
wurde dies in Zusammenschau mit Beschwerden als fraglicher, mdglicher oder Hinweis auf
eine Implantatallergie bezeichnet. Bei insgesamt 54 der 102 Patienten aus der Beschwerde-
gruppe liegt bei Heranziehen der Allgietestergebnisse kein Hinweis auf eine Implantatallergie
vor. In der Kontrollgruppe zeigt sich bei keiner der 93 Personen der Hinweis auf eine Implan-
tatallergie (wobei die Allergietestergebnisse in Zusammenschau mit Anamnese und fehlenden
Beschwerden gewertet wurden). Tabelle 13 zeigt dies als Ubersicht. Bei der oben genannten,
subjektiven Beurteilung bedeuten: ,,Kein Hinweis*, dass weder der Metall -ECT noch der LTT
ein positives Ergebnis zeigten; ,,moglicher Hinweis*, dass entweder der ECT oder der LTT ein
positives Ergebnis zeigten; ,,Hinweis*, dass ECT und LTT positiv sind; ,,fraglicher Hinweis®,

dass ein einzelnes positives Testergebnis nicht zur Klinik/ Anamnese passt.

Implantatallergie-Hinweis Beschwerdegruppe N= 102 Kontrollgruppe N=93

kein Hinweis 54 52,90% 93 100%
moglicher Hinweis 25 24,50% 0 0%
fraglicher Hinweis 2 2,00% 0 0%
Hinweis 21 20,60% 0 0%

Tabelle 13: Zusammenschauende Bewertung von Klinik und Allergietest-Ergebnissen im Hinblick auf ,,Hinweis auf Implan-

tatallergie®

4.2 Verteilung der Allelhdufigkeit in der Studienpopulation

In diesem Versuch wurden mittels PCR die Allele der zu untersuchenden Polymorphismen (IL-
1-B 3954, 1IL-1-B-31, IL-1-B-511, IL-1RN Intron 2 VNTR) aus Kontroll- und Beschwerde-
gruppe bestimmt. Die Studienpopulation wurde nach verschiedenen Aspekten in Subgruppen
geteilt, um zu sehen, ob die Polymorphismen in Teilen der Population mit bestimmten Merk-
malen hiufiger vorkommen oder nicht, d.h. ob es beim Zusammentreffen bestimmter Merkmale
additive Effekte gibt. Die Population ist auf Atopie, Ergebnis des Metall-ECT und Metall-LTT
untersucht worden. Die Allelhdufigkeiten innerhalb der Studiengruppen und der Subgruppen

wurde mittels Fisher’s exact test analysiert und die Odds Ratio berechnet.
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Folgende Ergebnisse der Allelhdufigkeit der hier ausgewdhlten drei IL-1B-Polymorphismen
und des IL-1B RN Intron 2 VNTR wurden in der gesamt Studienpopulation und den Subgrup-

penanalysen erzielt.

4.2.1 Allelhdufigkeit des IL-1B 3954 Polymorphismus mit Subgruppen-Analyse

Es stellten sich keine signifikanten Unterschiede in den Allelverteilungen der beiden verschie-
denen Allele C oder T des IL-1B-Polymorphismus 3954 dar. Es gab einen leichten Trend des

C-Allels 6fter in der Kontrollgruppe aufzutreten, insbesondere bei Patienten ohne Atopie, mit

negativem Metall-ECT oder negativem Metall-LTT. Es zeigte sich aber kein signifikanter Un-
terschied in der ,,Chancen*“-Verteilung. Die Ergebnisse des IL-1B Polymorphismus 3954 sind
in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Allele Beschwerdegruppe Kontrollgruppe p
IL-1B (n=102) (n=93) (Fisher’s Odds Ratio
3954 Allelhiiufigkeit | 1, | Allelhiufigkeit (%] exact test) [95%CI]
(n=204) (n=186)
C 184 90.2 174 95.6 0.050 0.423 [0.182-0.985]
Gesamt
T 86 422 72 39.6 0.682 1.113 [0.741-1.672]
Mit C 46 92.0 28 93.3 1.000 0.821 [0.141-4.780]
Atopie T 22 44.0 18 60.0 0.254 0.524 [0.209-1.314]
Ohne C 134 89.3 146 96.1 0.028 0.344 [0.131-0.905]
Atopie T 62 413 54 35.5 0.344 1.279 [0.803-2.035]
Metall C 46 95.8 24 92.3 0.609 1.917 [0.254-14.465]
ECTpos. | T 18 37.5 12 46.2 0.620 0.700 [0.266-1.842]
Metall C 138 88.5 150 96.2 0.018 0.307 [0.118-0.985]
ECTneg. | T 68 43.6 60 38.5 0.420 1.236 [0.787-1.943]
Metall C 52 89.7 32 94.1 0.705 0.542 [0.103-2.748]
LTTpos. | T 30 51.7 18 52.9 1.000 0.952 [0.408-2.223]
Metall C 94 87.0 106 94.6 0.061 0.380 [0.140-1.029]
LTTneg. | T 46 42.6 38 33.9 0.212 1.445 [0.837-2.495]

Tabelle 14: Allelhdufigkeit des IL-1B-3954 Polymorphismus einschlieBlich der Subgruppenanalyse. Die Ergebnisse des Fis-
her’s exact Test- und der Odd Ratio (+ 95% Konfidenzintervall) sind angegeben.

4.2.2 Allelhdufigkeit des IL-1B 31 Polymorphismus mit Subgruppen-Analyse

Der IL-1B-31 Polymorphismus mit dem Allel T hatte eine signifikant héher Chance in der
Kontrollgruppe vorzukommen (84,3% vs. 48%, p<0,000001). Dies konnte einen Hinweis
auf einen ,schiitzenden" Genotyp darstellen, der die immunologische Reaktion auf das
Implantat reduzieren kénnte. Der Unterschied in den T-Allel-Haufigkeiten war auch in der
Subgruppenanalyse zu sehen, wurde aber durch den "Allergiezustand" nicht signifikant

beeinflusst. Die Ergebnisse der IL-1B-31 Allel-Frequenzen sind in Tabelle 15 aufgefiihrt.
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Allele Beschwerdegruppe Kontrollgruppe P
IL-1B (n=102) (n=93) (Fisher’s ex- Odds Ratio
31 Allelhiufigkeit |, | Allelhiufigkeit [, act test) [95%CI]
(n=204) (n=186)
e T 98 48.0 150 84.3 | 0.00000052 | 0.173 [0.106-0.281]
C 156 76.5 112 62.9 0.005 1.915 [1.228-2.986]
Mit T 18 36.0 26 86.7 0.00008 0.087 [0.026-0.288]
Atopie C 42 84.0 18 60.0 0.031 3.500 [1.223-10.015]
Ohne T 76 50.7 124 83.8 0.0000092 0.199 [0.116-0.342]
Atopie C 110 73.3 94 63.5 0.081 1.580 [0.965-2.586]
Metall T 24 50.0 22 91.7 0.001 0.091 [0.019-0.430]
ECTpos. | C 38 79.2 14 58.3 0.093 2.714 [0.932-7.909]
Metall T 74 47.4 128 83.1 0.0000003 0.183 [0.108-0.310]
ECTneg. | C 118 75.6 98 63.6 0.026 1.774 [1.086-2.900]
Metall T 24 41.4 30 88.2 0.000008 0.094 [0.029-0.302]
LTTpos. | C 44 75.9 16 47.1 0.007 3.536[1.433-8.722]
Metall T 50 46.3 88 81.5 0.000001 0.196 [0.106-0.363]
LTTneg. | C 84 77.8 76 70.4 0.277 1.474 [0.798-2.722]

Tabelle 15: Allelhdufigkeit des IL-1B-31 Polymorphismus einschlieBlich der Subgruppenanalyse. Die Ergebnisse des Fis-
her’s exact Test- und der Odd Ratio (+ 95% Konfidenzintervall) sind angegeben.

4.2.3 Allelhaufigkeit des IL-1B 511 Polymorphismus mit Subgruppen-Analyse

Es sind keine relevanten Unterschiede in den Allelhdufigkeiten des IL-1B-511 Polymorphismus

darstellbar gewesen. Das Allel C wurde tendenziell ofter in der Kontrollgruppe gesehen, es
zeigte sich aber kein signifikanter Unterschied.
Die Subgruppeanalyse hatte keinen Einfluss auf die ,,Chancen®“-Verteilung. Die Ergebnisse fiir

den IL-1B-511 Polymorphismus sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.
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Allele Beschwerdegruppe Kontrollgruppe p
IL-1B (n=102) (n=93) (Fisher’s Odds Ratio
511 Allelhiiufigkeit |, | Allelhiufigkeit [, exact test) [95%CI]
(n=204) (n=186)

C 150 73.5 158 87.8 0.0005 | 0.387[0.225-0.666

Gesamt
T 130 63.7 106 58.9 0.346 1.226[0.812-1.851
Mit C 30 60.0 22 733 0.333 0.545 [0.203-1.464
Atopie T 36 72.0 18 60.0 0.327 1.714 [0.659-4.461
Ohne C 116 77.3 136 90.7 0.003 0.351 [0.180-0.686
Atopie T 90 60.0 88 58.7 0.906 1.057 [0.667-1.675
Metall ECT | C 34 70.8 24 92.3 0.040 0.202 [0.042-0.974
pos. T 30 62.5 16 61.5 1.000 1.042 [0.390-2.783
Metall ECT | C 116 74.4 134 87.0 0.006 0.433 [0.240-0.782
neg. T 100 64.1 90 58.4 0.351 1.270 [0.803-2.007
Metall LTT | C 40 69.0 30 88.2 0.044 0.296 [0.091-0.966
pos. T 38 65.5 20 58.8 0.655 1.330 [0.556-3.180
Metall LTT | C 82 75.9 98 87.5 0.035 0.451[0.221-0.919
neg. T 70 64.8 72 64.3 1.000 1.023 [0.589-1.778

Tabelle 16: Allelhdufigkeit des IL-1B-511 Polymorphismus einschlie8lich der Subgruppenanalyse. Die Ergebnisse des Fis-
her’s exact Test- und der Odd Ratio(+ 95% Konfidenzintervall) sind angegeben.

4.2.4 Allelhdufigkeit des IL-1RN Intron 2 VNTR Polymorphismus mit Subgruppen-Ana-

lyse

Das Allel 498bp des IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1RN Intron 2 VNTR (rs2234663)) hatte
eine erhohte ,,Chance in der Beschwerdegruppe aufzutreten. In der Kontrollgruppe der 93
symptomfreien Individuen betrug die Allelhdufigkeit des 498bp-Allels 22,8%, in der Be-
schwerdegruppe (102 Patienten) kam das Allel 498bp bei 49,4% vor. Dieser Unterschied war
hoch signifikant (p<0,0000005). Die ,,Chance* mit dem 498bp-Allel in die Beschwerdegruppe

zu gelangen war mehr als 3fach erhéht (OR:3,3). Im Hinblick auf die anderen Allelhdufigkeiten
des IL-1RN Intron 2 VNTR Polymorphismus konnten wir keine Unterschiede finden.

Das Allel 412bp kam am hiufigsten vor. Es war auf beide Gruppen relativ gleich verteilt. Die
anderen Allele sind relativ gleich verteilt oder werden so selten beobachtet, dass man keine
sinnvolle Aussage machen kann.

Interessanterweise erhohte sich die ,,Chance® in der Beschwerdegruppe zu sein bei gleichzeiti-
gem Auftreten des 498bp-Allels und einer Atopie signifikant, d.h. 85,7% in der Beschwerde-
gruppe und 13,3 % in der Kontrollgruppe (p = 0.00000001). Personen mit Atopie und 498bp-
Allels hatten eine fast 40x mal (OR: 39) hohere Chance in die Beschwerdegruppe zu kommen.
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Es zeigten sich keine weiteren verstirkenden Effekte in der Chancenverteilung abhédngig von
ECT und LTT-Reaktionen. Die Ergebnisse fiir den IL-1B RN Intron 2 VNTR sind in Tabelle
17 aufgefiihrt.
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Allele Beschwerdegruppe Kontrollgruppe p
IL-1RN Intron (n=102) (n=93) (Fisher’s | Odds Ratio [95%ClI]
2 VNTR Allelhiiufigkeit [, | Allelhiufigeit [, exact test)
(n=204) (n=186)
240bp 48 27.6 44 28.2 0.903 0.970 [0.599-1.570]
£ | 326bp 6 3.4 6 3.8 1.000 0.905 [0.289-2.865]
g | 412bp 128 72.7 136 86.1 0.030 0.431 [0.247-0.755]
O | 498bp 86 49.4 36 22.8 | 0.0000475 3.312 [2.058-5.331]
595bp 6 3.4 0 0.0 0.031 0.515 [0.464-0.573]
, | 240bp 8 19.0 10 33.3 0.182 0.471 [0.160-1.138]
2 [ 326bp 0 0.0 2 6.7 0.170 0.400 [0.300-0.533]
= | 412bp 30 71.4 28 93.3 0.032 0.179 [0.037-0.870]
-‘E: 498bp 36 85.7 4 13.3 | 0.00000001 | 39.000 [9.990-152.257]
595bp 2 4.8 0 0.0 0.507 0.571 [0.467-0.700]
» | 240bp 40 31.3 34 27.0 0.491 1.230 [0.715-2.116]
& | 326bp 6 4.7 4 3.1 0.749 1.525 [0.420-5.536]
< [ 412bp 94 723 108 84.4 0.023 0.484 [0.262-0.892]
£ | 498bp 50 39.1 32 25.0 0.022 1.923 [1.126-3.283]
© | 595bp 4 3.1 0 0.0 0.122 0.492 [0.434-0.558]
. | 240bp 4 9.1 2 11.1 1.000 0.800 [0.133-4.809]
8 || 326bp 0 0 0 0 n.d. n.d.
= §| 412bp 34 773 18 90.0 0.312 0.378 [0.075-1.913]
S | 498bp 26 59.1 4 20.0 0.006 5.778 [1.656-20.159]
= 595bp 2 4.5 0 0 1.000 0.677 [0.571-0.804]
| 240bp 44 33.8 42 30.4 0.601 1.169 [0.700-1.954]
O [ 326bp 6 4.6 6 43 1.000 1.065 [0.334-3.388]
= §° 412bp 94 712 118 85.5 0.005 0.419 [0.229-0.768]
S | 498bp 60 46.2 32 23.2 0.0001 2.839 [1.680-4.798]
= 595bp 4 3.1 0 0 0.054 0.477 [0.421-0.541]
[ 240bp 8 16.7 4 14.3 1.000 1.200 [0.326-4.414]
= | 326bp 4 8.3 0 0 0.290 0.611 [0.508-0.735]
= §| 412bp 38 76.0 26 92.2 0.073 0.244 [0.050-1.180]
3 | 498bp 30 62.5 6 21.4 0.001 6.111 [2.085-17.911]
= 595bp 0 0 0 0 n.d. n.d.
. | 240bp 30 31.3 32 32.0 1.000 0.966 [0.529-1.764]
= [ 326bp 2 2.1 6 5.9 0.281 0.340 [0.067-1.729]
= §° 412bp 72 75.0 84 82.4 0.227 0.643 [0.323-1.278]
S | 498bp 44 45.8 24 23.5 0.001 2.750 [1.496-5.055]
= 595bp 2 2.1 0 0 0.234 0.480 [0.415-0.555]

Tabelle 17: Allelhdufigkeit des IL-1RN Intron 2 VNTR Polymorphismus einschlieflich der Subgruppenanalyse. Die Ergeb-

nisse des Fisher’s exact Test- und der Odd Ratio (+ 95% Konfidenzintervall) sind angegeben.
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Wenn man die oben beschriebenen Subgruppenanalysen ansieht, dann war die Relation zwi-
schen IL-1RN Intron 2 VNTR und Allel 498bp am auffilligsten als ,,Risikokonstellation* fiir
die Zuordnung zur Beschwerdegruppe. Wenn noch eine Atopie des Patienten dazukam, so
war die Wahrscheinlichkeit einer beschwerdebehafteten Endoprothetik hochsignifikant gro-

Ber.
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5 Diskussion

Eine mogliche genetisch bedingte Neigung zur Entwicklung von Unvertriglichkeitsreaktionen
gegeniiber Metallimplantaten — speziell Endoprothetik — wird zunehmend diskutiert. Allerdings
sind Untersuchungen hierzu durch verschiedene Faktoren erschwert: Die klinischen Symptome
sind sehr heterogen (wie Schmerzen, Bewegungseinschrankung, Ergiisse, Lockerung, Ausbil-
dung von Pseudotumoren); zugrundeliegende Pathomechanismen sind nicht immer klar er-
kennbar (wie z.B. septische / aseptische Lockerung; Aktivierung der unspezifischen oder adap-
tiven Immunantwort); moglicherweise limitierter Einfluss einzelner Mutationen auf die Erkran-
kungsauspriagung. Darauf hatten schon 2014 EM Greenfield*? am Beispiel der Reaktion auf
Abriebpartikel im Uberblick hingewiesen und im Folgejahr SJ MacInnes et al.** bei der Unter-
suchung zu Kandidatengenen fiir ,,Osteolyseneigung®. Bei den in unserer ,,Implantatallergie-
Sprechstunde* gesehenen beschwerdebehafteten Patienten bestand auch ein Spektrum an Be-
schwerden. Fiir diese Beschwerden waren — anhand der von uns vor Zuweisung erbetenen Dif-
ferentialdiagnostik - von den zuweisenden Orthopdden kein zugrundeliegender Infekt oder ,,ty-
pische* Ausloser wie mechanische Ursachen gefunden worden und deshalb die Vorstellung zur
Allergiediagnostik erfolgt. Wir selbst haben im Rahmen der Allergiediagnostik keine dartiber-
hinausgehende (orthopédische) Diagnostik durchgefiihrt. Es ergab sich allerdings die Moglich-
keit, nicht nur die beabsichtigte Allergiediagnostik durchzufiihren, sondern auch nach einer

moglichen erhohten Entziindungsneigung zu fragen.

5.1 Heterogenitat des Patientenguts

Die Patienten mit komplikations-/beschwerdebehafteter Endoprothetik resultierten zwar aus ei-
ner konsekutiven Patientenreihe der ,,Implantatallergie-Sprechstunde®, ergaben aber aufgrund
unterschiedlicher eingesetzter Implantatmaterialien/-modelle ein heterogenes Patientengut.
Dazu kommt, dass in dieser Gruppe fast ausschlief8lich ,,Knieendoprothetik-Triger” waren im
Gegensatz zu etwa 44% ,,Knie-“ und etwa 56% ,,Hiiftendoprothetik-Tragern* in der Vergleichs-
gruppe. Die Implantatlokalisation beeinflusst schon per se Art und Haufigkeit von Beschwer-
den. In der Fachliteratur wird ndmlich angegeben, dass pauschal etwa 20% der Knieendopro-

thesen-Patienten - aber nur 5% der Hiiftendoprothesen-Patienten mit ihrer Prothese unzufrieden
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sind. Knieendoprothesen-Patienten klagen u.a. vergleichsweise hiufiger iiber Bewegungsein-
schrinkung, Schmerzen, schlechteres Zurechtkommen mit den ,,Aktivititen des Alltags® und
von drztlicher Seite werden beispielsweise die komplexere Anatomie des Kniegelenks ein-
schlieBlich anderer Weichteilfithrung und komplexere Bewegungsformen als Unterschied an-

1t 49.34.47

gefiih . Insofern soll diese Ungleichheit zwischen der Gruppe an beschwerdebehafteten
Patienten und dem Vergleichskollektiv schon anfangs genannt und auch unter 5.7. (Limitierun-

gen der Untersuchungen) gelistet werden.

5.2 Zytokin (IL-1) Polymorphismus

In den letzten Jahren wurde immer mehr iiber IL-1 Polymorphismen geforscht. Allerdings meis-
tens im Zusammenhang mit zum Teil entziindlichen Erkrankungen wie Morbus Basedow, Ma-
genkarzinom, rheumatoider Arthritis und Parodontitis, aber auch autoinflammatorischen Syn-
dromen!811:69, Bei manchen dieser Erkrankungen herrscht in der Literatur Uneinigkeit in wie
weit die untersuchten IL-1 Polymorphismen eine Rolle bei der Entstehung der Krankheiten
spielen.

In dem Bereich der Implantate wurde eine mogliche Rolle der IL-1 Polymorphismen vor allem
im Zusammenhang mit Zahnimplantaten untersucht®®->°, Allerdings sind die Ergebnisse aus den
Zahnimplantat-Studien nicht einfach auf Hiift- und Knieimplantate {ibertragbar, da der Mund
kein ,,geschlossenes System‘ ist und physiologisch mit verschiedenen Bakterien interagiert.
Bisher sind uns keine Daten iiber IL-1 Polymorphismen in Zusammenhang mit Knie- und Hiif-
tendoprothesen-Unvertréglichkeit bekannt.

Die in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen werden immer wieder mit einer verstirkten
Entziindungsreaktion in Verbindung gebracht. Deshalb stellte sich die Frage, in wie weit diese
Polymorphismen eine Rolle in der Hiift- und Knieimplantat-Unvertréglichkeit spielen konnten.
Wir gingen davon aus, dass ,,Zytokinpolymorphismen‘ zwar personengegeben sind aber nicht
vom verwendeten Implantattyp / Knochenzement abhdngen — und wir mit den im Material/Me-
thodik- wie auch Ergebnisteil und unter 5.7. genannten Einschrdnkungen doch Aussagen ma-

chen konnten.

In der vorliegenden Studie sind folgende IL-1 Polymorphismen untersucht worden: IL-1B-3954
(rs1143634), IL-1B-31 (rs1143627), IL-1B-511 (rs16944), IL-1RN Intron 2 VNTR
(rs2234663).
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In dieser Arbeit wurden die Gene untersucht, die fiir die Zytokine IL-1b und fiir dessen Anta-
gonisten, IL-1 Rezeptor-antagonist, kodieren. Wie bereits erwéhnt, ist IL-1b ein proinflamma-
torisches Zytokin. Die Dysregulation dieses Zytokins bzw. des Antagonisten kann die Ursache
fiir eine verstdrke Entziindungsantwort sein und somit der Ausloser verschiedener Krankhei-

ten?>*, Diese Dysregulation kann unter anderem durch Polymorphismen ausgelost werden.

Wie anfangs bereits erwéhnt, ist ein Polymorphismus eine Genvariation, die in mehr als 1% der
Bevdlkerung vorkommt. Abhéngig von der Lokalisation der verdnderten Basenpaarsequenz
handelt es sich um einen funktionellen oder nicht funktionellen Polymorphismus. Wenn die
Genvariation im Exon oder sogar in der Néhe der Promoter-Region liegt, handelt es sich um
einen funktionellen Polymorphismus. Abhéngig von der Lage wird entweder die Expressions-
starke des zu kodierenden Proteins oder die Molekularstruktur beeinflusst, teilweise kann es
aber auch zu einem vollstdndigen Funktionsverlust kommen. Wenn die Genvariation im nicht
kodierenden Teil des Genom auftritt, handelt es sich um einen nicht funktionellen Polymor-

phismus’-107

. Der erste beschriebene Polymorphismus war derjenige der ABO-Blutgruppen.
Die Beobachtung wurde von Landsteiner 1900 berichtet!%7.

Die untersuchten Polymorphismen des IL-1B und IL-1RN liegen relativ nahe zusammen auf
dem langen Arm des Chromosom 2 in dem Bereich q12-q21. Sie kodieren fiir die Zytokine IL-
1B und IL-1-Rezeptorantagonist’®. Fiir das IL- 1B wurden drei Polymorphismen untersucht.
Zum einen IL-1B-3954 (rs1143634), welches auf dem Exon 5 des Chromosoms 2 liegt. Bei
diesem Polymorphismus wird die Verschiebung von C zu T in in-vitro Studien mit einer erhoh-
ten IL-1B Produktion in Verbindung gebracht’’. Der IL-1B-31 (rs1143627)-Polymorphismus
befindet sich in der Ndhe der TATA Box Region des IL-1B Promotors und im Kopplungs-
gleichgewicht mit IL-1B-511 (rs16944)%. Das Allel T des IL-1B-31 (rs1143627)-Polymorphis-
mus wird mit einer erhéhten IL-1p Produktion in Verbindung gebracht und zihlt somit zu den
funktionellen Polymorphismen'®. Uber die Funktion des IL-1B-511 (rs16944) Polymorphis-
mus gibt es nicht viele Daten. 1998 zeigten Santtila S. et al., dass das Allel T des IL-1B-511
(rs16944) mit einer leicht erhohten Produktion des IL-1p einhergeht, allerdings wurde kein sig-
nifikanter Unterschied beschrieben®3.

Der Polymorphismus des untersuchten IL-1 Rezeptorantagonisten liegt auf dem Intron 2 und

besteht aus sich wiederholenden 86bp langen DNA-Abschnitten. Je nach Anzahl der Wieder-
holungen werden die Allele benannt (Allel 1: 412 bp (4 Wiederholungen), Allel 2: 240 bp (2
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Wiederholungen), Allel 3: 498 bp (5 Wiederholungen), Allel 4: 326 bp (3 Wiederholungen),
Allel 5: 584 bp (6 Wiederholungen))®*. Das Allel 1 mit 412 bp ist das am haufigsten vorkom-
mende Allel, gefolgt von dem Allel 2 mit 240 bp’!**, Deswegen wird in der Literatur fast aus-
schlieBlich tiber das Allel 1 und Allel 2 berichtet. So haben Danis VA. et al. 1995 beschrieben,
dass das Allel 2 des IL-1RN bei in vitro Versuchen mit einer erhohten Produktion des IL-1
Rezeptorantagonisten einhergeht aber keine Assoziation zur IL-1B Produktion hat!8. Allerdings
haben Santtila et al. 1998 beschrieben, dass es bei Anwesenheit des Alles 2 zu einer erhohten
Produktion von Il-1B kommt®®, somit handelt es sich auch bei dem IL-1RN Intron 2 VNTR
(rs2234663) Polymorphismus um einen funktionellen Polymorphismus. Allerdings werden in
der Literatur unterschiedliche Funktion beschrieben!®%3. Uber die Allele 3, 4 und 5 findet man

so gut wie keine Daten.

5.3 Polymorphismen in der Literatur und Vergleich mit unseren Ergebnissen (in

Assoziation mit diversen Erkrankungen)

5.3.1 IL-1B-3954 (rs1143634)

In der Literatur wird der IL-1B3954 Polymorphismus immer wieder im Zusammenhang mit
vielen verschiedenen Erkrankungen untersucht, unter anderem mit dem Auftreten von Magen-
karzinomen bzw. in Zusammenhang mit Helicobacter pylori Infektionen, aber auch mit Perio-
dontitis oder mit Zahnimplantat-Unvertraglichkeit.

El-Omar et al. beschrieben einen am ehesten protektiven Zusammenhang zwischen dem IL-1B-
3954 Polymorphismus Genotyp TT und dem Auftreten eines Magenkarzinoms. Der Genotyp
IL-1B-3954 homozygot ,, TT* scheint eher protektiv zu sein?®.

Hacker et al. 2008 haben keinen Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen gesehen??,

Ramis et al. haben keine Korrelation zwischen dem IL-1B-3954 Polymorphismus und He-
licobcater pylori Infektion und dem Risiko fiir schwere Magenerkrankungen (Gastritis) gese-
hen’®,

Es gibt einige Studien die einen Zusammenhang zwischen dem IL-1B-3954 Polymorphismus
und Periodontitis sehen. Korman et al. 1997 haben z.B. einen signifikanten Zusammenhang
zwischen einer Genotyp Kombination (IL-1A 889 Allel 2 und II-1B 3953 Allel 2) und einer
schweren Periodontitis (p-Wert 0,002)*° im Vergleich zu einer milden Parodontitis bei Nicht-

rauchern nachgewiesen. Fiir die einzelnen Polymorphismen wurde kein signifikanter
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Zusammenhang mit der Periodontitis gesehen®’. Dem gegeniiber haben Parkhill et al. (2000)
bei Probanden aus UK mit dem IL-1B 3954 Genotyp 1/1 (CC) eine erhohe Anfilligkeit fiir eine
friih auftretende Periodontitis gesehen (p=0,025)7. Des Weiteren haben Lavu et al. 2015 einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem IL-3953 Genotyp CT und chronischer Periodontits
gefunden (p-Wert=0,007), diese Signifikanz verstérkt sich, wenn Genotyp CT und TT gleich-
zeitig vorkommen (p-Wert=0,006)°.

In einem Systematic Review von Dereker et al. von 20122! zeigte sich ein potentieller Zusam-
menhang fiir den IL-1B 3954 Polymorphismus und Zahnimplantatversagen.

Im Gegensatz zu den erwihnten Studien wurde in der hier vorliegenden Studie kein signifikan-
ter Zusammenhang zwischen dem IL-1B-3954 und Endoprothesenbeschwerden gefunden, al-
lerdings wurde das Allel C nach Stratifikation bei Probanden ohne Atopie mit negativem Metall

ECT und LTT etwas haufiger in der Kontrollgruppe gesehen.

5.3.2 IL-1B-31 (rs1143627) und IL-1B-511 (rs16944)

El-Omar et al. haben bereits 2000 IL-1B-31 TT und IL-1RN2 als proinflamatorischen Genoty-
pen beschrieben, welche das Risiko fiir ein Magenkarzinom erhohten, und zwar auf Grund von
erhohter IL-1p Produktion?,

Ramis et al. haben 2015 einen signifikanten Zusammenhang bei Patienten mit einer Helicobac-
ter pylori Infektion und dem IL-1B-31 Genoytp CC und IL-1B-511 Genotyp TT gesehn. Bei
diesen Patienten ist das Risiko fiir ein Magenkarzinom erhoht. Die Anwesenheit dieser Geno-
typen vermehrt die IL-1 Produktion und vermindert somit die Magensdureproduktion. So kann
es zu einer gesteigerten Entziindungsantwort durch Helicobacter pylori kommen’®,

Der IL-1B 31 Polymorphismus mit dem Allel T und dem Genotyp TT wird auch in Zusam-
menhang mit therapieresistentem M. Basedow*’ und primarer Immunthrombozytopenie!!? be-
obachtet.

Im Gegensatz dazu haben wir in der hier vorliegenden Studie das Allel T des IL-1B 31 Poly-
morphismus signifikant hdufiger in der Kontrollgruppe gesehen, was am Ehesten fiir einen pro-
tektiven Effekt spricht. Dieser Effekt war auch in der Untergruppenanalyse sichtbar, allerdings
ohne signifikanten Unterschied.

Ibrahim et. al. haben den Genotyp CC und das Allel C des IL-1B 31 Polymorphismus signifi-
kant hdufiger bei Patienten mit Mittelmeerfieber gesehen im Vergleich zu einer gesunden Kon-

trollgruppe®’ .
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Auch wir haben Hinweise, dass das Allel C des IL-1B 31 Polymorphismus verstérkt bei Perso-
nen mit beschwerdebehafteten Endoprothesen vorkommt. Das Allel C des IL-1B 31 Polymor-
phismus ist in unserer Untersuchung tendenziell hiufiger in der Beschwerdegruppe zu sehen.
Dieser Effekt verstirkt sich nach Stratifikation bei Personen mit Atopie, positivem Metall-ECT
und LTT (OR: 3,5/2,7/3,5). Dies konnte darauf hinweisen, dass das Allel C des IL-1B 31 Po-
lymorphismus besonders bei Atopikern und Metallallergikern eine Entziindung triggert und da-
mit zu erhdhter Endoprothesenunvertriaglichkeit fithrt. Allerdings haben wir dafiir keine signi-
fikanten Daten in der vorliegenden Untersuchung gesehen. Dementsprechend miisste diese Be-

obachtung anhand weiterer Studien mit groBerer Population untersucht werden.

Meulenbelt et al. haben einen Zusammenhang zwischen dem Allel T des IL1B 511 Polymor-
phismus und radiologischen Zeichen einer Osteoarthritis zeigen konnen®.

Eine Metanalyse aus der Zahnmedizin von 2015 hat keinen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen dem IL1B 511 Polymorphismus und chronischer Periodontitis gesehen!!3. Auch in der
Untersuchung von Yadav et al. konnte kein Zusammenhang zwischen dem IL1B 511 Polymor-
phismus und der primaren Immunthrombozytopenie!!? dargestellt werden.

Auch in der vorliegenden Untersuchung wurde kein Zusammenhang zwischen dem IL1B 511

Polymorphismus und Endoprothesen-Unvertriglichkeiten beobachtet.

5.3.3 IL-1RN Intron 2 VNTR (rs2234663)

Der IL-1RN wird hauptséchlich bei Krankheiten mit chronischer Entziindung beschrieben, das
Genprodukt, der IL-1 Rezeptorantagonist bindet IL-1a und  und wirkt so der Entziindung ent-
gegen. Die meisten Daten gibt es iiber den IL-1RN Intron 2 Allel 2. Allerdings ist die Literatur
sich nicht einig, welche Funktion der IL-1RN Polymorphismus hat. Danis et al. 1995 haben
eine erhohte IL-1 Rezeptorantagonist Produktion gesehen, aber keinen Zusammenhang mit der
IL-1B Produktion!®. Im Gegensatz dazu haben Satilla et al. 1998 eine erhdhte IL-1p Produktion
beschrieben®’.

Wie oben bereits erwihnt, wird der ILIRN Allel 2 mit einem erh6hten Risiko fiir Magenkarzi-
nome in Verbindung gebracht?®. Auch Glas et al. haben einen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Allel 2 des ILIRN Polymorphismus und einer Frithform des Magenkarzinoms
zeigen konnen?,

Hacker et al. 1998 haben keinen Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen beobachtet™.
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Parkhill et al (2000) haben den IL1 Rezeptorantagonist im Zusammenhang mit Periodontitis
untersucht und keine Assoziation zwischen dem IL-1 Rezeptorantagonist und Periodontitis be-
schrieben’.

Es gibt einige Studien, in denen der Zusammenhang zwischen dem II-1RN Polymorphismus
und Implantatversagen bei Zahnimplantaten untersucht wurde. Campos et al. (2005) haben we-
der einen Zusammenhang zwischen dem IL-1RN Polymorphismus und dem frithen Zahnim-
plantatversagen noch zwischen anderen IL-1B Polymorphismen (IL-1B-3954, IL-1B-511)!2
gezeigt. Eine weitere Studie von Montes et al. (2009) zeigte auch keinen signifikanten Zusam-
menhang zwischen IL-1RN Polymorphismus und IL-1B 3954 bei Patienten mit Zahnimplan-
tatverlust. Allerdings wurde ein signifikant hidufigeres Auftreten des Genotyp 2/2 des II-1RN
Polymorphismus bei Patienten mit multiplem Implantatverlust im Gegensatz zu Einzelimplan-
tatverlust (p-Wert 0,027)%7 beobachtet.

Yadav et al. haben 2017 einen signifikanten Zusammenhang zwischen der priméren Im-
munthrombozytopenie und dem IL-1RN Polymorphismus Allel 2 gesehen!!?. Auch Meulenbelt
et al. haben einen signifikanten Zusammenhang zwischen IL-1RN Polymorphismus Allel 2 und
radiologischen Zeichen einer Osteoarthritis beschrieben.

Im Gegensatz zu den erwidhnten Studien wurde in der hier vorliegenden Untersuchung das
498bp (Allel 3) signifikant (LRT p-Wert von 0,0000475) héufiger in der Beschwerdegruppe
gesehen (OR 3,3). Die Chance mit diesem Allel in der Beschwerdegruppe zu sein, steigt deut-
lich bei Personen mit Atopie (OR 39,0), aber auch bei Metall ECT und LTT positiven Personen
(OR 5,7/6,1).

Padron-Morales et al. (2013) und Pattaro et al. (2006) haben einige IL-18 Polymorphismen im
Zusammenhang mit Atopie untersucht aber nicht den von uns untersuchten IL-1RN Intron 2
VNTR Polymorphismus 7476, Uns ist eine Arbeit bekannt, die unter anderem den IL-1RN Intron
2 VNTR Polymorphismus bei Atopikern untersucht hat. Reichel et al. haben 2003 bei 94 Neu-
rodermitis-Patienten verschiedene Polymorphismen studiert, unter anderem den L-1RN Intron
2 VNTR Polymorphismus. Sie haben keinen statistischen Zusammenhang zwischen den unter-
suchten Polymorphismen und der Neurodermitis zeigen kénnen®’ .

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen haben Ertam et al. 2009 bei Personen mit einer Kontakt-
allergie das Allel 240 (Allel 2) signifikant haufiger gesehen als in der Kontrollgruppe?’. Aller-
dings war der signifikante Unterschied nur zu sehen, wenn alle Kontaktallergene zusammen-

genommen wurden. Bei den einzelne Allergien (z.B. gegen Nickel, Chrom, Kobalt...) wurde
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kein signifikanter Unterschied im Zusammenhang mit dem IL-1RN Intron 2 VNTR Polymor-
phismus beschrieben?’.

In der gesamten Studienpopulation wurde das Allel 412bp (Allel 1) am héufigsten beobachtet,
allerdings war dieses Allel relativ gleich auf die Gruppen verteilt. Dies wurde auch in den oben
genannten Studien gesehen’!*4. Das zweithdufigste Allel in der gesamten Studienpopulation ist
498bp (Allel 3), was den bereits publizierten Daten widerspricht’!*4. In den bereits veroffent-
lichten Studien wird 240bp (Allel 2) am zweithdufigsten gesehen und 498bp (Allel 3) wird sehr
selten beobachtet’!*4, Das Allel 240bp (Allel 2) war in unserer Studienpopulation das dritthdu-
figste Allel und ist in beiden Gruppen ungeféhr gleich hiufig gesehen worden. Es scheint bei
unserem untersuchten Patientengut somit keinen Einfluss auf eine Endoprothesenunvertraglich-
keit zu haben, was im Widerspruch zu der Studie an Dentalimplantat-Tragern von Montes et
al. (2009) steht®’. Man kann diese Daten von Zahnimplantat-Tragern nicht einfach mit unseren
untersuchten Endoprothetik-Patienten vergleichen: Es handelt sich um unterschiedliche Kom-
partimente/ Umfeldbedingungen, andere Bevolkerung (Studie an brasilianischen Zahnimplan-
tat-Triager) sowie teilweise unterschiedliche Materialien.

Unsere Beobachtung weist darauf hin, dass das Allel 498bp ein Risikofaktor fiir eine Endopro-
thesenunvertriglichkeiten sein kdnnte und das Risiko bei Atopikern und Metallallergikern mit
diesem Polymorphismus zusétzlich erhdht ist. Dies muss durch weitere Studien mit gréferen

Populationen bestitigt werden.

5.4 Endoprothesenunvertriaglichkeit und Metallallergie

In dieser Studie wurde auch untersucht, ob Typ-IV-(Spittyp) Allergien Einflussfaktoren fiir
eine beschwerdebehaftete Endoprothetik/ Endoprothesenunvertréglichkeit sein konnen. An al-
len in dieser Studie untersuchten Personen ist auch ein ECT und ein LTT durchgefiihrt worden.
Bei diesem ECT ist immer die Standardreihe (enthélt Préparationen zu den Metallen Nickel,
Chrom und Kobalt), Standardreihe Ergidnzung, sowie die Ergédnzungsreihe mit zusétzlichen Im-
plantatmetallen getestet worden. Wenn die Endprothese zementiert war, wurden auch Knochen-
zement-Bestandteile getestet. Es wurde immer ein erweiterter ECT mit einer Spatablesung am
6. Tag durchgefiihrt, um eine verzdgerte Spittypreaktion nicht zu libersehen. Im LTT wurde
getestet, ob eine erhohte Lymphozyten-Reaktion auf Nickel, Chrom oder Kobalt in vitro zu

sehen ist. Der LTT sollte zusitzlich eine systemische Spéttyp-Sensibilisierung hinterfragen.
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54.1 ECT

Wie in der Einleitung bereits erwihnt, konnen Abriebpartikel und Metallionen aus den Endop-
rothesen einen Hapten-&dhnlichen Komplex bilden und werden so vom Immunsystem als Anti-
gen erkannt und konnen nach erfolgter Sensibilisierung eine Typ IV Reaktion nach Coombs
und Gell auslosen'®. Allerdings ist nicht abschlieBend gekldrt, ob man im periprothetischen
Gewebe denselben Pathomechanismus wie an der Haut annehmen kann%1%% bzw. ob bei kuta-
ner Metallallergie auch immer eine Uberempfindlichkeit auf dieses Metall periimplantir auf-
tritt.

Thomas et al. (2013) untersuchten 187 beschwerdebehaftete Knieendoprothesentréger im Ver-
gleich zu 47 beschwerdefreien Knieendoprothesentrigern. Hier wurde in der Beschwerde-
gruppe bei 16% eine positive Reaktion auf einen Nickel-ECT gesehen, im Vergleich dazu wa-
ren in der Kontrollgruppe nur — aber immerhin doch - 6,4% der getesteten Personen positiv auf
Nickel. Auch eine Chrom-Allergie wurde vermehrt in der Beschwerdegruppe gesehen (3,2%
vs. 0%)%. Auffillig bei Thomas et al. (2013) ist, dass deutlich mehr Nickel- und Chromaller-
giker in der Beschwerdegruppe zu finden sind als in der Kontrollgruppe® — dies aber nicht
,»1:1“ mit dem Problemausldser am Gelenk gleichzusetzen ist.

Diese Tendenz kann in der hier vorliegenden Arbeit bestitigt werden. Wir haben im ECT
19.6% Nickel positive Reaktionen in der Beschwerdegruppe gesehen, in der Kontrollgruppe
waren es nur 9,7%. Bei Kobalt und Chrom ist eine dhnliche Tendenz zu sehen. In der Beschwer-
degruppe wurden 6,9% bzw. 2,0% positiv auf Kobalt und Chrom getestet, in der Kontrollgruppe
waren es 3,2% bzw. 1,1%. Aus diesen Beobachtungen stellt sich die Frage ob Personen mit
einem positiven ECT auf Nickel, Kobalt und Chrom vermehrte Endoprothesenunvertriglich-
keiten entwickeln, ob bereits eine Metallallergie vor Implantation vorlag oder ob durch die ein-
gesetzte Endoprothese eine Allergie auf Nickel, Kobalt und Chrom getriggert wird. Um diese
Fragen zu kldren miisste eine prospektive Studie konzipiert werden, die prdoperative Daten und
postoperative Verlaufsdaten beurteilt. Hierzu sind in der Literatur unterschiedliche, teils wider-
spriichliche Daten zu finden. Frigerio et al. 2011 haben bei Patienten vor und nach einer En-
doprothesen-Implantation einen ECT und LTT durchgefiihrt. Hierbei wurde festgestellt, dass
vor der OP weniger Patienten eine Metallsensibilisierung im ECT hatten (23%), ein Jahr nach
der OP hatten 29% der Patienten eine Metallsensibilisierung?®. Ahnliche Daten haben Granchi
et al. 20083! und Krecisz et al.’! gezeigt. Diese Daten sprechen fiir die Theorie, dass Endopro-

thesen eine Metallsensibilisierung und somit auch eine Metallallergie bei manchen Patienten
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triggern konnten.

Allerdings gibt es auch andere Studien, die vor und nach Endoprothesenimplantation nicht so
deutliche oder keine Unterschiede in der Allergieverteilung gesehen haben. Duch et al. 1998
konnten keinen Anstieg der Metallallergierate bei Endoprothesentréigern feststellen?*. Carlsson
et al. 1989 haben 18 Personen beobachtet, bei welchen vor Implantation der Endoprothese ein
ECT gemacht wurde und bei denen dann Implantate verwendet wurden, auf deren Legierungs-
metalle vorab eine positive Reaktion im ECT bestanden hatte. Trotz der gefundenen kutanen
Metallallergie entwickelte keiner der Probanden Beschwerden'?. Diese Daten zeigen, dass nicht
alle Personen mit einer Metallallergie auch eine Endoprothesenunvertriglichkeit entwickeln.
Welche weiteren Faktoren hier ,,bahnend‘ wirken, muss noch weiter untersucht werden. Meist

werden Endoprothesen gut vertragen.

542 LTT

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, kann der LTT {iber eine induzierte T-Zell Proliferation
in vitro anzeigen, ob eine Sensibilisierung gegen das hinzugefiigte Antigen besteht. Eine Aus-
sage iiber die systemische Sensibilisierung muss aber in Relation zur Methodenevaluierung er-
folgen. In unserem Labor wird, wie es vom RKI empfohlen ist, ein Stimulationsindex-Wert (SI-
Wert) grofler / gleich 3 als erhohte Proliferationsantwort angesehen®. Weiterhin wurden Eva-
luierungsversuche durchgefiihrt und publiziert®®. Der LTT macht nur eine Aussage iiber die
Sensibilisierung®?. Ein positiver LTT heiBt nicht, dass es sich um eine krankmachende Uber-
empfindlichkeitsreaktion handelt, deswegen darf der LTT als wissenschaftlicher Ansatz nicht
iiberbewertet werden und muss immer in Zusammenschau mit der Klinik und den anderen kli-
nischen Test gewertet werden?s. Der LTT stellt nur einen Ergénzungsschritt in der Allergiedi-
agnostik dar?’.

Thomas et al. (2013) untersuchte bei 200 beschwerdebehafteten Endoprothesentrager im Ver-
gleich zu 100 beschwerdefreien Endoprothesentriger die LTT Reaktion. Hier wurde ein signi-
fikanter Unterschied beobachtet (p-Wert <0,01). Es wurden signifikant hdufiger positive LTT-
reaktionen in der Beschwerdegruppe gesehen. Insgesamt wurden die meisten positiven Reakti-
onen fiir Nickel beschrieben®.

In der vorliegenden Studie wurde eine dhnliche Beobachtung gemacht. Insgesamt wurden in
der Beschwerdegruppe 34,2% positive LTT Reaktionen beobachtet, 28,4% waren davon positiv

auf Nickel. In der Kontrollgruppe wurden insgesamt 20,5% positive Reaktionen gesehen, davon



53

Diskussion

waren 19,4% positiv auf Nickel. Diese Verteilung ist sehr dhnlich zu den Ergebnissen von
Thomas et al. 2013. Da in der Kontrollgruppe auch positive LTT- Reaktionen beobachtet wur-
den, bestétigt dies die Empfehlung vom RKI und der Aussage von Thomas et al., dass der LTT
keine Aussage iiber eine klinisch manifeste Allergie machen kann, aber als diagnostisches Zu-
satz-Hilfsmittel dient” 2°. Auch Summer et al. haben die LTT Reaktion bei beschwerdebehaf-
teten und beschwerdefreien Endoprothesentridgern verglichen. Es wurden 10 Patienten ohne
Endoprothese (5 mit Nickelallergie, 5 ohne Nickelallergie) und 10 Endoprothesentriger mit
Nickelallergie (5 mit Endoprothesenbeschwerden, 5 ohne Beschwerden) verglichen. In der
Gruppe der Endoprothesentrdger mit Beschwerden wurden hohere SI-Werte beschrieben als in
der beschwerdefreien Gruppe sowie eine unterschiedliche Zytokinexpression in vitro®! .

Auch Hallab et al. (2005) haben bereits vor Jahren eine erhohte Metallsensibilisierung bei En-
doprothesentriagern im LTT gesehen. Allerdings wurden in dieser Studie SI-Werte >2 als Zei-
chen einer Sensibilisierung gewertet und nicht wie vom RKI empfohlen SI- Werte >3. In dieser
2005 veroffentlichten Studie wurden 3 Gruppen untersucht. Eine Kontrollgruppe mit gesunden
Probanden, unterteilt in eine Gruppe mit jungen gesunden Probanden ohne Implantat und eine
Gruppe mit gesunden Probanden ohne Implantat aber altersentsprechend zu den Gruppen 2 und
3. Die zweite Gruppe, eine Osteoarthritisgruppe mit Allergie-Vorgeschichte und ohne Allergie-
Vorgeschichte und die dritte Gruppe mit totaler Hiiftendoprothese mit keiner bis milder Osteo-
lyse und schwerer Osteolyse. Allerdings wurde nicht erhoben, ob es sich um beschwerdefreie
oder beschwerdebehaftete Probanden handelt. Auffillig ist, dass in der Patientengruppe mit
Endoprothese mehr positive Reaktionen auf Chrom als auf Nickel gesehen wurden. Dies steht
im Gegensatz zu unseren Daten®’ — ist aber aufgrund methodischer Unterschiede nicht gut ver-
gleichbar. Wir haben vor allem positive Reaktionen auf Nickel gesehen. Dies konnte einerseits
zu der Epidemiologie der Nickelallergie in der Allgemeinbevdlkerung passen und andererseits
gegebenenfalls einen Selektionsbias bedeuten. Letzterer konnte daher kommen, dass Patienten
mit anamnestischem Verdacht auf kutane Metall-(Nickel-) Allergie bei komplikationsbehafte-

ter Endoprothetik eher in der ,,Implantatallergie-Sprechstunde vorgestellt werden.

Die Angabe der kutanen Metallunvertrdglichkeit (KUM) wurde sowohl in der vorliegenden
Studie wie auch in der von Thomas et al. 2013 untersucht. Diese Angaben wurden mittels Fra-
gebogen erhoben, hier wurde gefragt, ob die getesteten Personen auf Metalle an der Haut rea-
gieren z.B. auf Uhrarmbinder, Jeansknopfe oder Modeschmuck. Wir haben einen gré3eren Un-

terschied bei der Verteilung gesehen als Thomas et al. 2013%. Bei uns haben 24,5% in der
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Beschwerdegruppe und 9,7% in der Kontrollgruppe eine KMU angegeben. Insofern passt dies
zu der oben gemachten Vermutung. Bei Thomas et al. (2013) ist der Unterschied &hnlich, d.h.
25,7% in der Beschwerdegruppe und 12,8% in der beschwerdefreien Gruppe®. Diese Beobach-
tungen passen sehr gut mit der hoheren positiven ECT und LTT-Rate in der Beschwerdegruppe
zusammen, denn die KMU kann die klinische Manifestation einer kutanen Metallallergie be-

deuten. Allerdings ist in mehreren Studien — beispielhaft in jener von Josefson et al.*®

gezeigt
worden, dass die vom Patienten anamnestisch iiber seine Beschwerden vermutete ,,Nickel-Al-
lergie® oft nicht vorliegt. Josefson et al. fanden hier einen ,,positive predictive value® (PPV)
von Anamnese zu identifizierbarer Nickelallergie von knapp iiber 50%. Die kausale Verkniip-
fung dieser berichteten ,,KMU* mit ,,Implantatunvertriglichkeit* kann also noch weniger ge-

macht werden als jene zwischen verifizierter Metallallergie und ,,Implantatunvertriaglichkeit*.

5.5 Endoprothesenunvertriglichkeit und Atopie

Des Weiteren wurde untersucht, ob es eine Korrelation zwischen Atopikern (Personen mit Heu-
schnupfen, Asthma und/oder Neurodermitis, d.h. vornehmlich Typ-I-Allergie) und moglicher
Endoprothesenunvertriaglichkeiten gibt. Thomas et al. hatten bei einem fritheren Kollektiv der
Implantatsprechstunde 2013 23,5% Atopiker in der Beschwerdegruppe beschrieben®. In der
beschwerdefreien Vergleichsgruppe wurden 19,1% Atopiker gefunden®. In der hier vorliegen-
den Arbeit ist die Verteilung dhnlich. Wir haben in der Beschwerdegruppe 24,5% Atopiker, in
der Kontrollgruppe wurden dagegen nur 16,1% Atopiker gesehen. Im Detail zeigten sich in der
Beschwerdegruppe 18,7% Personen mit Heuschnupfen und 12,7% mit Asthma, in der Kontroll-
gruppe 11,8% mit Heuschnupfen und 5,4% mit Asthma. Dies zeigt, dass - abgesehen von den
Unterschieden zwischen Kontrollgruppe und Beschwerdegruppe — die Atopikerrate dhnlich wie
in einem siiddeutschen Kollektiv (siche MONICA/KORA-Studie®®) ist. Personen mit einer Ato-
pie sind somit hdufig auch unter den Endoprothesentrigern zu finden und méglicherweise ver-
mehrt in der Beschwerdegruppe, wobei ein moglicher Selektionsbias bei der Sprechstunden-
vorstellung ist nicht ganz auschlieBbar — vermutlich hat aber noch am ehesten die Angabe einer
,KMU* dies unterstiitzt. Zumindest muss festgehalten werden, dass es keine kausale Verkniip-
fung bzw. keine ,,liberzufillige* Assoziation zwischen (Nickel)Kontaktallergie und Atopie
gibt. Hierzu wurden viele Studien durchgefiihrt, die beispielhaft in der Ubersichtsarbeit von

Spiewak R. # genannt sind.
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5.6 Endoprothesenunvertriaglichkeit und Beschwerden mit Zahnmaterial

Uns ist nur eine Untersuchung bekannt, in der die fragenbogengestiitzte Anamnese bei Patien-
ten mit Endoprothesenunvertriglichkeit parallel auch Fragen nach Beschwerden durch Zahn-
materialien enthélt. In jener Untersuchung hatten 87,7% der Beschwerdepatienten (Knieendop-
rothesentréger) kiinstliches Zahnmaterial, und davon hatten 9,1% Beschwerden mit dem kiinst-
lichen Zahnmaterial angegeben. In der beschwerdefreien Gruppe hatten 93,6% kiinstliche
Zahnmaterialen, aber keiner hatte Beschwerden damit®. In unserer aktuellen Studie hatten
94,1% der Beschwerdegruppe kiinstliche Zahnmaterialien und 15,7% haben Beschwerden mit
den Zahnmaterialien angegeben. In der Kontrollgruppe hatten 84,5% kiinstliche Zahnmateria-
lien und wie bei der 2013 verdffentlichten Untersuchung hatte wiederum kein Patient Be-
schwerden damit. Diese Beobachtung konnte auf eine erhdhte Entziindungsbereitschaft der Be-

schwerdegruppe gegeniiber ,,Fremdmaterialien” deuten.

5.7 Limitierungen der Arbeit

Unsere Untersuchung weist auch einige Schwéchen auf, die wir grofitenteils schon vorab im
Text erwdhnt haben: Die beiden verglichenen Kollektive haben zwar jeweils Endoprothetik —
aber a) in der Gruppe der beschwerdebehafteten Patienten {liberwiegen deutlich Knieendop-
rothesentriger (also jene Patienten die per se schon eine niedrigere Zufriedenheit mit ihren
Implantaten haben) und b) es sind iiber die konsekutive Patientenreihe auch unterschiedliche
Herstellermodelle der Implantate eingeflossen. Idealerweise hétte fiir alle Patienten vorab ein
identisches orthopéddisches Untersuchungsprogramm fiir die Beschwerdepatienten vorliegen
sollen — wir haben hier auf die differentialdiagnostische Vorarbeit (zum Ausschluss konventi-
oneller Beschwerdeursachen) der zuweisenden Kollegen vertraut. Zudem hétten konsequenter
Befundkopien von den zuweisenden Arzten nachgefordert werden miissen. Im Rahmen der
Allergiediagnostik haben wir keine ergéinzenden orthopidischen Untersuchungen gemacht
und iiber die Fragebogen-gestiitzte Anamnese natiirlich auch viele ,,subjektiv* von den Pati-
enten eingestufte Informationen erhalten. Da leider Konsens- und Leitlinien-Publikationen
zum Thema ,,Metallimplantatallergie* praktisch fehlen, war beispielsweise die Befundinter-
pretation der Allergietestergebnisse im Hinblick auf ,,Hinweis auf Implantatallergie® subjek-
tiv. Eine Nachverfolgung der Patienten hétte zusétzliche Informationen geliefert (wie zur
Frage ,,endgiiltige* orthopadische Diagnose z.B. nach erfolgter Revisionsoperation, klinischer

Verlauf falls ,,hypoallergenes Material eingesetzt wurde oder konservativ behandelt wurde).
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Diskussion

Dementsprechend nehmen wir die in dieser Arbeit erstmals gestellte Frage zu moglichen ,,IL-
1“-Polymorphismen in Relation zu beschwerdebehafteter Endoprothetik und deren Ergebnisse
zum Anlass, gefundene Unterschiede und Einschrinkungen der Arbeit als Ausgangspunkt fiir

eine zu planende Verifikationsstudie heranzuziehen.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden insbesondere Zytokinpolymorphismen in Blutproben von Personen mit
aseptischer Implantatunvertriaglichkeit (Knie-, Hiiftimplantate) untersucht. Die Beschwerde-
gruppe (102 Personen) wurde aus der Implantatallergie-Sprechstunde der Dermatologischen
Klinik der LMU Miinchen rekrutiert. Die Kontrollpersonen (93 beschwerdefreie Endoprothe-
sentrager) stammen aus der Orthopddischen Klinik Rummelsberg, aus der Orthopéadischen Kli-
nik der Technischen Universitit Miinchen und aus der Orthopidischen Klinik der Ludwig-Ma-
ximilians-Universitit.

Bei den Studienteilnehmern wurden durchgefiihrt: eine Fragebogen-gestiitzte Anamnese (mit
Fragen u.a. zu Art der Beschwerden und Atopie); ein ECT und ein LTT. Weiterhin wurde aus
den Blutproben DNA isoliert und mittels PCR vervielfiltigt. Es wurden 4 Polymorphismen
untersucht: 1L-1B-3954, IL-1B-511, IL-1B-31, IL-1RN Intron 2 VNTR. Danach wurden die
IL-1B Polymorphismen im Restriktionsverdau mit den spezifischen Enzymen geschnitten. Da
der IL1 Rezeptorantagonist eine Mini-Satelliten DNA ist, entstehen hier bereits wihrend der
PCR unterschiedlich lange DNA Stiicke, somit ist hier kein Restriktionsverdau nétig. Die un-
terschiedlich langen Basenpaare, die durch den Restriktionsverdau entstanden, wurden in der

Gelelektrophorese sichtbar gemacht.

Es wurde die Gruppen-Zugehdrigkeit der unterschiedlichen Polymorphismen untersucht sowie
die Fragen, ob es additive Effekte gibt, die einen Polymorphismus verstérkt in einer Gruppe
auftreten lassen, und ob die Ergebnisse von ECT, LTT und Atopiestatus die Gruppen-Zugeho-

rigkeit beeinflussen.
6.1 Ergebniszusammenfassung:

6.1.1 IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1RN Intron 2 VNTR)

Vor allem der IL-1RN Intron 2 (VNTR) zeigt einen hochsignifikanten Unterschied in der Grup-
pen-Verteilung (signifikanter Unterschied innerhalb des IL-1-Rezeprorantagonist mit einem P-
Wert (Fischer Exakt) von 0.0000475). Die Wahrscheinlichkeit mit dem Allel 498bp in der Be-
schwerdegruppe zu sein, ist 3,3 mal hoher als in der Kontrollgruppe (OR 3,3). Dieser Effekt

verstirkt sich deutlich, wenn man nur die Personen mit dem ,,Zusatzfaktor ,,Atopie betrachtet.
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Personen mit Atopie und dem Allel 498bp haben eine fast 40 mal hohere Wahrscheinlichkeit
in der Beschwerdegruppe zu sein (OR 39).

Diese signifikante Korrelation zwischen IL-1-Rezeptorantagonist Allel 498bp und beschwer-
debehafteter Endoprothetik wurde unseres Wissens erstmals gezeigt. Zeitgleiche Atopie ver-
starkt dies deutlich, wie auch ein positiver Metall-ECT und LTT (OR 5,7/ OR6,1). Somit kann
man vermuten, dass Patienten mit nachweisbarem Allel 498bp und zusitzlicher Atopie oder

Metallallergie ein hoheres Risiko fiir eine Endoprothesenunvertréglichkeit haben.

6.1.2 1L-1B-3954 (rs1143634), IL-1B-31 (rs1143627) und IL-1B-511 (rs16944)

IL-1B-3954 (rs1143634) und IL-1B-511 (rs16944) Polymorphismus zeigt keinen signifikanten
Unterschied in der Gruppenverteilung. Das Allel T des IL-1B-31 (rs1143627) Polymorphismus
wird signifikant hdufiger in der Kontrollgruppe gesehen (84.3% vs 48%, p<0.000001) (OR
0,173). Ob dies einen protektiven Effekt bedeutet, muss noch mit groBeren Studienpopulationen

verifiziert werden.

6.1.3 Endoprothesenunvertriglichkeit und Metallallergie sowie Atopie

In der hier vorliegenden Studie wurde kein signifikanter Unterschied bei Metall-ECT positiven
und Metall-LTT positiven Personen im Zusammenhang mit der Gruppen-Zugehorigkeit gese-
hen. Allerdings waren deutlich mehr Personen mit einer Metallallergie (ECT positiv) in der
Beschwerdegruppe zu finden als in der Kontrollgruppe (19,6% v. 9,7%). Auch die im LTT
beurteilte Metall-Sensibilisierung war deutlich hdufiger in der Beschwerdegruppe als in der
Kontrollgruppe (27,4% v. 19,4%).

Die im Fragebogen erfasste kutane Metallunvertréglichkeit lag bei 24,5% in der Beschwerde-
gruppe und 9,7% in der Kontrollgruppe. Dies passt zu den ECT- und LTT-Ergebnissen. Anam-
nestische Atopie haben mehr Personen in der Beschwerdegruppe angegeben als in der Kon-

trollgruppe (24,5% v. 16,1%; Unterschied nicht signifikant).

6.1.4 Endoprothesenunvertriglichkeit und Beschwerden mit Zahnmaterial

In der Beschwerdegruppe haben 15,7% Beschwerden mit kiinstlichen Zahnmaterialien angege-
ben - in der Kontrollgruppe niemand. Dies unterstiitzt die Vermutung einer erhdhten Entziin-
dungsbereitschaft in der Beschwerdegruppe. Allerdings miisste hier noch die Rolle der gefun-

denen Kontakt-Allergien bei einer Folgestudie hinterfragt werden.
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6.2 Ausblick

Aus dieser Studie ergeben sich Hinweise darauf, dass Risikokonstellationen fiir eine beschwer-
debehaftete Endoprothetik auch auf dem Boden einer genetischen Neigung z.B. zu erhdhter
Entziindung bestehen konnten. Da im Vordergrund unserer Ergebnisse — neben der hinterfrag-
ten Kontaktallergie gegeniiber Endoprothesenkomponenten - vor allem das Zusammentreffen
von Atopie und Allel 498 des IL-1RN Intron 2 VNTR hoch signifikant mit beschwerdebehaf-
teter Endoprothetik assoziiert ist, ermutigt dies zur Planung einer Verifikationsstudie. Idealer-
weise sollten in diese die hier erarbeiteten Untersuchungsschritte und das Meiden der erkannten

Licken/Schwichen einflieB3en.
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10 Anhang

10.1 Tabellen

Anhang

Beschwerdegruppe Kontrollgruppe
Firma
Unbekannt 0 0,00% 32 35,60%
DePuy 30 29,40% 1 1,10%
Zimmer/Centerpulse 30 29,40% 13 14,40%
ESKA 2 2,00% 37 41,10%
Biomet Merck 1 1,00% 0 0,00%
Stryker 9 8,80% 0 0,00%
AsculapBBraun 2 2,00% 5 5,60%
Smith&Nephew 6 5,90% 0 0,00%
sonstige 6 5,90% 0 0,00%
Howmedia 1 1,00% 0 0,00%
Biomet Oxford 8 7,80% 0 0,00%
Link 2 2,00% 1 1,10%
Medacta 0 0,00% 1 1,00%
Endoplant 3 2,90% 0 0,00%
Implant-cast 2 2,00% 0 0,00%
Gesamt 102 100,00% 90 100,00%

Tabelle 18: Firmen




Anhang

ECT-Test Beschwerdegruppe Kontrollgruppe

Nickel

Nickel negativ 81 79,40% 84 90,30%
Nickel positiv 20 19,60% 9 9,70%
Nickel fraglich 1 1,00% 0 0,00%
Kobalt

Kobalt negativ 93 91,20% 90 96,80%
Kobalt positiv 7 6,90% 3 3,20%
Kobalt fraglich 2 2,00% 0 0,00%
Kaliumdichromat

Kaliumdichromat negativ 99 98,00% 92 98,90%
Kaliumdichromat positiv 2 2,00% 1 1,10%
Mangan

Mangan negativ 101 100,00% 5 100,00%
Mangan positiv 0 0,00% 0 0,00%
Molybdin

Molybdén negativ 100 99,00% 5 100%
Molybdin positiv 1 1,00% 0 0%
Titan

Titan negativ 101 100,00% 5 100%
Titan positiv 0 0,00% 0 0%
Vanadium

Vanadium negativ 101 100,00% 5 100%
Vanadium positiv 0 0,00% 0 0%
Gentamicin

Gentamicin negativ 75 8,30% 32 100%
Gentamicin positiv 9 10,00% 0 0%
Gentamicin fraglich 6 6,70% 0 0%
Benzoylperoxid

Benzoylperoxid negtiv 84 91,30% 30 93,8%
Benzoylperoxid positiv 8 8,70% 2 63,0%
Hydrochinon

Hydrochinon negativ 92 100,00% 32 100,0%
Hydrochinon positiv 0 0,00% 0 0,0%
HEMA

HEMA negativ 90 97,80% 32 100,0%
HEMA positiv 2 2,20% 0 0,0%
Kupfer2Sulfat

Kupfer2Sulfat negativ 91 100,00% 32 100,0%
Kupfer2Sulfat positiv 0 0,00% 0 0,0%
Methylmethacrylat

Methylmethacrylat negativ 92 100,00% 32 100,0%
Methylmethacrylat positiv 0 0,00% 0 0,0%
NNDimethyl-p-Toludin

NNDimethyl-p-Toludin negativ 90 97,80% 32 100,0%
NNDimethyl-p-Toludin positiv 2 2,20% 0 0,0%

Tabelle 19: Metalle aus der Standardreihe, Implantatmetall-Reihe und Knochenzementkomponenten-Reihe, sowie Tester-

gebnisse.
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10.2 Fragebogen Metallvertraglichkeit

DIREETOR: FROF. DR. MED. DR. H.C.
LM“ oeE UV ERAITAT mil uéHEm THOMAS RUZICKA

KLI NI KUM ELINIE UND POLIELINIE FOR
DERMATOLOGIE UND ALLERGOLOGIE

(010205000507)

Q02 05D00S0F Spazialla Anpmnase-Allergelegin

FRAGEBOGEN ZU METALLVERTRAGLICHKEIT
Oeto’ O=18° 0= 20

Patient [ weiblich [ mannlich Datum

Bitte zutreffende Antworten ankreuzen bzw. erganzen.

I. Eigene Vorgeschichte

1. Allgemeines
* Rauchitien Sie Zigaretten? [ mein [11a tjetzn) [11a tfriaher)
* MNehmen Sie Medikamente sin? [ Mein [J1a, und zwar:
1. Seit wann?
2. Seit wann?
ER Seit wann?
2. Vorerkrankungen

Haben Sie anderweitige Erkrankungen? O Nein [ Ja. und zwar:

[ Hoher Blutdruck [ Sonstige

O Sonstige Herz-Kreislauferkrankungen

O Diabetes

O rheuma

O osteoporose

3. Metallimplantate

'

'

Hattem Sie friher schon einmal Beschwerden in Zusammenhang mit einem Metallim-
plantat?

O wMein [ Ja. und zwar:

Wann wurde das Metallimplantat entfernt? Datum:

Haben S5ie derzeit ein Metallimplantat? O Mein [Ja, und zwar:

O Hiftprothese [ Knieprothese [ Osteosynthesematerial [ Sonstiges

Datum:
Karperseite: O rechts O links
Material: O Stahil O Eobalt/Chrom O Titan O Sonstiges

Hersteller / Typ2

Zementiert? O Wein [ Ja, und zwar mit iName des Zemenis)
&8 Allsigalogla - Pral. Df. med. P. Thoma - Fraseslobalrada %11 - 30337 Minchan - Telalea +49 0189 4400 - 541 7% =y} s LR

Abbildung 2: Fragebogen zu Metallvertraglichkeit aus der Implantatsprechstunde der LMU (Seite1)
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ELINIKUM DER UNIVERSITAT MONCHEN SEITE 2 vON 2
» Haben Sie heute Beschwerden im Zusammenhang mit dem Metallimplantat?
ONein [0 Ja, und zwar:
D Schemarzen D Schwellung D Rétung D Ekzem
0 Ergusx 0O Leckwrung O Eewsgungssinschrankung
0O Sonstige

4. Zahnmaterialien

» Haben Sie kunstliiche Zahnmaterialien? [J Nein [ sa, welche?
Art: D Frothexe Zahnimplantat D Kronw/Bricke D Somatiges
Material: [ Kunststa#t 0O Keramik O Metall O Titan [ Sonstiges
Beschwerden: Okene
0O Schmerzen 0O Erennen 0O Retung O offens Stellen im Mund
O Zahnflelschentzindung O Zahnfleischverdickung
O Sonstigesx

5. Allergische Erkrankungen

» Sind folgende Erkrankungen bel Ihnen aufgetreten?

Heuschoupfen O Nein O
Asthma [ Nein O:a
Neurodermitiz O Nein Oia
Hautausschiag, durch
= Metallkontakt an der Haut O Nein O:a
in Form von: [J Juckreiz Oferems 0O ®stung 0O Sonstigex
durche 0O Schrmuck O utrarmband 0O Jeansinop! [ Sonstiges
= Andere Substanzen O Nein O sa.
in Farm von: [J Juckreiz O tezemwAuanchiag [0 ®etung 0O Sonstigex
durch: O Medicamante [J Nabrungamitee O Sonstiges

» Welche allergischen Erkrankungen wurden bel Ihnen von arztlicher Seite festgestellt?

O Heuschaupfen [J Neurodermitis [J sllergaches Asthma [ Medikamentenallergie

O Metalintiergm sut: I Nickel [OJxobalir O Chrom [ Scnatiges

0O Kentakialierg e

» Haben Sie einen Allerglepass? O Nein O:a

Il. Familienvorgeschichte (Eltern, Geschwister, Kinder)

Sind folgende Erkrankungen in Ihrer Familie aufgetreten?

» Heuschnupfen [ Nen [ weik nicht [ s, be 0O Mutter [ Vater [ Geschwister [J Kinder

¥ Neurodermitis OO nen [0 weig nictt [0 2a, b 0O muster [0 vater [ Geschwister [ Kinder

» Asthma D Nen D weiE nicht D s, b D Mutier D Vater D Guaschwister D Kindar

Abbildung 3: Fragebogen zu Metallvertraglichkeit aus der Implantatsprechstunde der LMU (Seite2)
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