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1. Einleitung

Hintergrund

Der Einsatz von Implantat-Materialien nimmt beim Menschen standig zu. Die
Weiterentwicklung betrifft nicht nur klassische Bereiche wie Osteosynthese oder
Gelenkersatz, sondern auch die dentale Implantologie [1]. Der Hauptkontakt der
Allgemeinbevolkerung mit Palladium (Pd) und Gold (Au) findet Uber Schmuck oder
Dentalmaterialien statt [2]. Metallisches Au wird zwar als selten bei den
Kontaktallergenen angesehen, aber die Sensibilisierung gegen Au scheint
verbreiteter als angenommen [3]. Die klinische Relevanz ist aber immer noch unklar
[4]. Ungefahr 8 % der jahrlich steigenden Pd-Produktion wird alleine fur
Dentalmaterialien verbraucht [5, 6].

Bei geplanter Langzeitanwendung steht gerade die Biovertraglichkeit der Implantat-
Materialien wie auch der Dentalmetalle im Vordergrund. Jedes Einbringen von
diesen Materialien kann durch Fremdmaterial-Reaktion zu einer Entzindungsantwort
fuhren. Deren Ausmall und Dauer wird durch Materialeigenschaften, durch
Lokalisation und Gewebeeigenschaften sowie durch immunologische Reagibilitat des

betroffenen Organismus bestimmt [7].

Die Zahl der von Allergie betroffenen Personen ist in Deutschland in den letzten
Jahren stark gestiegen. Wahrend aus Umweltmedizin-Sicht Valentine-Thon et al. [8]
fur Deutschland hohe Metallallergieraten (17,8 % fur Au, 12,7 % fur Pd und 68,2 %
fur Ni) angeben, liegen verlasslichere Daten aus epidemiologischen Studien, z. B.
von Schafer et al. [9], sowie Thyssen et al. [6] vor. Hier werden z. B. in der
Allgemeinbevolkerung durchschnittliche Nickelsensibiliserungsraten von 13 %,
Kobaltsensibilisierungraten von 2 % und Chromsensibilisierungsraten von 1 %
beschrieben [9, 10]. Innerhalb der kutanen Metallkontaktallergien st
dementsprechend die Nickelkontaktallergie am haufigsten mit im Mittel etwa 13 %
sowie bei Frauen etwa 20 % und bei Mannern knapp 6 % [6, 9]. Die Bedeutung von
Sensibilisierungen gegen Dentalersatzstoffe ist auch in der Zahnmedizin daran zu
erkennen, dass immer neue Werkstoffe gesucht und in der Implantologie
,biovertraglichere® Materialien wie Titan und Keramik bevorzugt werden. Der
Erfahrungsbericht einer norwegischen Arbeitsgruppe aus deren Spezialabteilung flr
»<Zahnmaterial-Unvertraglichkeit” zeigt sehr hohe Allergieraten gegen Nickel (Ni) (28
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%), Au (23 %) und gegen Pd (9 %) bei den hier betreuten Patienten [11].
Metallimplantate im orthopadisch-chirurgischen Bereich bestehen haufig aus
Legierungen, die die klassischen Kontaktallergene wie Ni, Cobalt (Co) und Chrom
(Cr) enthalten. Im zahnarztlichen Bereich werden in der Implantologie vor allem
titanbasierte Legierungen (wie Titan-Aluminium-Vanadium) verwendet und in der
Jrestaurativen” Behandlung Au und Pd oft eingesetzt. Acrylate in Adhasiv-
/Klebematerialien oder antibiotische Zusatze werden ebenfalls haufig verwendet und
sind damit auch mogliche Allergieausloser. Metall-Legierungen setzen Uber
Korrosion Bestandteile frei, sodass auch Dentallegierungen korrosionsbedingte
Nebenwirkungen haben konnen, wie allergische Reaktionen, lokaltoxische,

systemtoxische und galvanische Effekte [12, 13].

Dentallegierungen wird allerdings im Vergleich mit ,Alltagsartikeln® wie
Druckknopfen, Schnallen und Modeschmuck oder Mdunzen eine hohere
Korrosionsfestigkeit zugeschrieben. Trotzdem konnen beispielsweise durch
Speichelwirkung oder galvanische Effekte mit benachbarten unedleren Metallen
freigesetzte Dentalmetalle (meist) vor Ort bei Sensibilisierten allergische Reaktionen
an der Mundschleimhaut (MSH) hervorrufen.

Eine kirzlich erschienene Datenerhebung des IVDK (Informationsverbund
Dermatologischer Kliniken) berichtete, dass das in der Dentalmetalltestreihe DKG 17
enthaltene Pd(ll)chlorid das mit 3 % haufigste Allergen auch bei beruflich

Exponierten, d. h. z. B. bei Zahnarzthelfern/-innen ist [14].

Da die MSH bei Allergenexposition jedoch ,toleranter” ist als die Haut, werden
Dentallegierungen in etlichen Fallen bei bestehender kutaner Sensibilisierung gegen
eine ihrer Komponenten problemlos vertragen [15]. Dennoch sollte bei bekannter
Allergie generell ein Werkstoff verwendet werden, der die Allergie-auslosende
Substanz nicht enthalt [16, 17].

Au und Pd sind bekannte Allergene, die in Dentallegierungen vorkommen und MSH-

Entzindungen, lichenoide Lasionen oder Gingivitis auslosen [4, 5, 18, 19].



Gold (Au)

Au ist die Basis fur die Mehrzahl aller Dentallegierungen. Die extrem gute
Bestandigkeit pradestiniert es fur den Einsatz im Mund des Patienten. Die
biologische Vertraglichkeit von metallischem Au wird als sehr gut bei im
Wesentlichen fehlender Toxizitat angesehen. Allergien gegen das Metall erfolgen

eher, wenn Verbindungen und Salze vorliegen.

Seit 1980 haben Fallberichte Uber Au-Allergien deutlich zugenommen und die
amerikanische Gesellschaft fur Kontaktdermatitis kurte Au im Jahr 2001 zum
,=Kontaktallergen des Jahres® [20]. Die Haufigkeit von Goldallergien wird mit rund 13
% fur Nordamerika und 10 % in Europa angegeben. In Schweden ist Au nach Ni
nunmehr das zweitwichtigste Metallallergen [20, 21].

Obwonhl positive ECT-Reaktionen gegen Au signifikant mit dem Einbau von Zahngold
korreliert waren, zeigten die meisten der Patienten keine Symptome. Dies
beschrieben Ahlgren et al. 2012 [4] zusammen mit der gesehenen Korrelation und
dosisabhangigen Beziehung zwischen Kontaktallergie gegen Au und dem Einsatz
von Au-haltigem Zahnersatzmaterial. Es gibt nur wenige Berichte Uber lichenoide
Mucositis oder oralen Lichen planus direkt an der Stelle des Einbaus [18, 22]. Nach
wie vor wird kontrovers diskutiert, ab welcher Freisetzungsmenge an
Legierungsbestandteilen (wie Kupfer, Silber, Zink oder Ni) solche MSH-
Veranderungen verursacht werden. Auch eine systemische Au-Exposition uber Au-
freisetzende Stents muss bedacht werden [23]. Aufgrund des von Svedman und
Bruze beobachteten Zusammenhangs von Au-Freisetzung, erhohter Au-
Sensibilisierung und Stenosierungsrisiko von Au-beschichteten Stents wurden diese
vom Markt genommen. Im Zeitraum von 1996-1998 waren 90 % der im ECT auf Au
positiv getesteten Personen Frauen. Ein Drittel von ihnen war auch gleichzeitig
gegen Ni allergisch [24].

Palladium (Pd)

Das Edelmetall Pd gehort in die VII. Gruppe des Periodensystems zusammen mit
Platin und Ni und weist eine hohe Korrosionsbestandigkeit auf. Pd ist in geringsten
Mengen (2 ppb = parts per billion) in unserer Umwelt vorhanden. Pd in Form |8slicher
Verbindungen ist in sehr hohen Dosen zelltoxisch bzw. systemisch toxisch. Das
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wertvolle Metall wird in der Telekommunikation, Automobilindustrie, bei
Zahnlegierungen und Schmuck verwendet. Seit 1980 wuchs mit Anstieg des
Goldpreises der Bedarf an Pd standig gerade fur die Herstellung von
Zahnlegierungen, Katalysatoren oder Weil3gold, das bis zu 20 % Pd enthalt.
Aufgrund der guten Biokompatibilitat schlug die Regierung Japans seiner
Bevolkerung Pd-haltige Zahnersatzmaterialien vor, sodass dort der Anteil an Pd auf
20 % stieg und bei fast 90 % aller japanischen Zahnbehandlungen eingesetzt wird
[25].

Die Haufigkeit der im ECT gefundenen Pd-Allergien wurde mit 8 % in Osterreich, 9
% in England, 9 % in der Turkei, 5,3 % in Italien und 13 % in Israel beschrieben [26].
In der Turkei wurde bereits zwischen 1996 und 1998 in einer Studie bei 9,4 % eine
Pd-Allergie bei den getesteten Patienten ermittelt. Somit lag Pd nach Ni (19,1 %)
und Cr (11,8 %) Anfang der 2000er Jahre gemall Garner auf Platz 3 der
»2Allergenhitliste” [18]. In einer fruhen Studie Uber Pd-Allergien in den USA ergab eine
ECT-Auswertung 12,1 % der Patienten mit Sensibilisierung gegen Pd [26]. Der
etwas hohere Prozentsatz der Pd-Allergien im Vergleich mit Europa korreliert gut mit
dem vermehrten Einsatz von Dentallegierungen in den USA [26].

Das Thema ,Pd-Allergie” ist weiterhin aktuell und manche Autoren sehen deren
Relevanz als unterschatzt [27-29].

Legierungen

Voraussetzung fur allergiebedingte Hautreaktionen auf Legierungen ist die erfolgte
Sensibilisierung sowie Freisetzung und lonenbildung der entsprechenden
Metallkomponente. Zahnarztlich verwendete Edelmetall-Legierungen bestehen seit
den 30er Jahren zu einem Viertel aus Pd-Au-Silber(Ag)-Legierungen, die 52-78 %
Pd, 6-20 % Ag und 4-19 Masse% Au enthalten [16].

Als Nebenbestandteil in hoch goldhaltigen Legierungen tragt Pd wesentlich zu guten
Festigkeitseigenschaften bei. Die Loslichkeit von Pd und anderen Edelmetallen aus
Legierungen wurde untersucht. Dabei sind nicht nur Herstellungsprozess und
Zusammensetzung der Legierungen sondern auch die Verweildauer im Mund,
mechanische Faktoren, Ernahrungsweise und pH-Wert wie auch der Kontakt mit

dem Speichel ausschlaggebend fur die Korrosion [22, 30]. Am Beispiel einer Kupfer-
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Pd-Legierung zeigten Syverud et al., dass diese Kombination ein hoheres
Korrosionrisiko zusammen mit erhohter Zytotoxizitat (speziell durch die

Kupferkomponente) hat [31].

Au reagiert nicht als Metall selbst, sondern wie schon erwahnt nach ,Salzbildung®
durch Einwirkung von Speichel oder Schweil® immunogen [32]. Die Korrosion der
Legierungen wird auch durch die Anwesenheit anderer Metalle wie Kupfer (Cu) oder
Cr oder auch von Amalgam gefordert. Aufgrund der unterschiedlichen
elektrochemischen Eigenschaften der Edelmetalle werden die bereits erwahnten
,galvanischen Effekte” wirksam [22, 32].

Es wird immer wieder beobachtet, dass Ni-allergische Patienten auch eine
Sensibilisierung gegen Pd haben kdonnen. Garner vermutete, dass die meisten Pd-
positiven Patienten mit parallelem Ni-positivem ECT eine Kreuzreaktion auf die
beiden Metalle haben durften, da beide zur Gruppe VIl des Periodensystems

gehoren [18].

Viele Patienten haben kunstoffbasierte Zahnersatzprothesen, wobei allergiebedingte
Beschwerden selten sind und am ehesten durch Acrylat-Sensibilisierung
hervorgerufen werden [33]. Ahnlich niedrig — aber epidemiologisch noch nicht
untersucht — scheint die Komplikationsrate, wenn bei metall-allergischen Patienten
das entsprechende Metall enthaltende Dentalmaterial eingesetzt wird. Hier bedarf es

einer besseren Datenerfassung [34].

Epikutantest (ECT)

Aus Sicht des Allergologen ist bei Metall-Allergieverdacht der ECT im Moment das
beste standardisierte Testverfahren. Der ECT wurde fur die Allergenidentifizierung
bei einer bestehenden Kontaktallergie der Haut entwickelt.

Das Vorliegen von Metallallergien wird in der Regel nicht mit dem Metall selbst,
sondern unter Verwendung von Metallsalzlosungen gepruft. Die ECT-Standardreihe
(DKG 1) enthalt z. B. die Ni-Testpraparation Ni(ll)-sulfat. Neben Palladiumchlorid
(PdCl2) wurde 1991 Au als Natriumthiosulfatoaurat (NTSA) in die Dentalmetall-
Testreihe (DKG 17) eingefuhrt und ergab damals unerwartet hohe positive
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Testergebnisse fur Au. Seitdem konnte auch oft die klinische Relevanz der Au-
Sensibilisierung gezeigt werden [35]. In Schweden und den USA konnte der
Zusammenhang von Goldallergie und Anwesenheit von Zahngold gezeigt werden
[36].

Au- und Pd-Allergien treten oft gekoppelt auf [3, 21, 37]. Unter den verschiedenen
Au-Salzen zeigt NTSA weniger irritative Reaktionen im ECT. Somit wird mit NTSA
bei Au-Allergieverdacht auch in Nordamerika getestet [3, 38].

Das Testprinzip beruht darauf, dass allergenspezifische T-Lymphozyten in das mit
dem Testallergen versetzte Hautareal einwandern, die Ilymphohistozytare
Entzindung zum Odem (,Spongiose) fihrt und damit eine makroskopisch
wahrnehmbare Hautinfiltration nach 24h, 72h/96h bzw. bei sogenannten ,spaten
Allergenen® nach 7 bis 10 Tagen hervorrufen. Wichtig ist, dass die Testresultat-
Ablesung durch geschulte, erfahrene Allergologen/Dermatologen erfolgt und
Kontraindikationen/ Einflul3faktoren auf den ECT beachtet werden [39].

Es wird mitunter nicht nur der ECT mit standardisierten Testpraparationen, sondern
auch mit Metallplattchen der Implantat-Legierungen durchgefuhrt. Dieses Vorgehen
ist aber nicht standardisiert und hat viele offene Fragen:

Reicht die Metallfreisetzung aus Metallplatichen, um eine entsprechende
Sensibilisierung im ECT nachzuvollziehen [40]?

Auf welche Komponente erfolgte — wenn beobachtet — die positive Reaktion?

Was sagt ein negatives Testresultat aus?

Dementsprechend gibt es eine Stellungnahme der DKG (Deutsche Kontaktallergie
Gruppe), die vom Epikutantest mit ,Metall-Legierungsplattchen® abrat [34].

Auch wenn eine positive ECT-Reaktion als Indikator fur eine spezifische
Metallallergie gesehen werden kann, so besteht manchmal das Risiko der
Fehleinschatzung ,irritativer Reaktionen®. Dementsprechend fordert die DKG das
MitfUhren einer ,Irritans“-Kontrolle. Auch hat der ECT eine variable Sensitivitat, eine
nicht 100 %ige Reproduzierbarkeit und betrifft bevorzugt eine epikutan erfolgte
Sensibilisierung [39, 41]. Eine vorbeugende praventive Hauttestung im Rahmen der

Planung von neuem Zahnersatzmaterial ist abzulehnen, da der ECT ja ,nur® eine
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bestehende Sensibilisierung aufdecken kann. Auf Au im ECT bei Patienten mit
Dentalersatzstoffen zu testen, wird daher nur bei entsprechendem Allergie-Verdacht
empfohlen [42]. Die klinische Relevanz der gefundenen ECT-Reaktion muss dann
beurteilt werden [3, 21].

Muris et al. berichteten, dass Patienten mit Pd-haltigem Zahnersatz deutlich ofter
Reaktionen auf Pd sowohl im ECT als auch bei der Lymphozytenaktivierung in vitro
zeigen [22].

Lymphozytentransformationstest (LTT)

Zum besseren Verstandnis von Unvertraglichkeitsreaktionen wurde schon in den
60er Jahren von Coombs wund Gell eine Einteilung krankmachender
Immunreaktionen in 4 Typen entwickelt, die mit Erweiterung bis heute gilt [43, 44].
Typ I-lll Reaktionen sind antikdrpervermittelt; Beispiele sind Soforttypreaktionen wie
Urtikaria oder allergische Rhinokonjunctivitis, weiterhin antikorpervermittelte
zytotoxische Reaktionen und immunkomplex/komplementbedingte Entzindungen.
Bei Spattyp- (Typ IV-) Reaktionen spielen T-Lymphozyten eine Schlusselrolle in der
Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis; das klassische Beispiel sind
kontaktallergische Ekzeme durch niedermolekulare Substanzen. Im Hinblick auf
allergische Reaktionen gegenuber Metallimplantaten stehen Typ-IV-Reaktionen im
Vordergrund [44].

Die nach Sensibilisierung bei einem weiteren Antigenkontakt einsetzende T-
Lymphozyten-vermittelte Spattypreaktion kann biologisch nutzlich sein, wie z. B.
gegen Mykobakterien. Sie kann aber auch als Typ-IV-Allergie, z. B. gegen Au oder
Pd als Hapten in MHC Assoziation Ekzeme oder Mundschleimhaut-Reaktionen

auslosen.

Ni und Pd haben eine weitere Eigenschaft gemeinsam wie von Rachmawati et al.
[45] und Schmidt et al. [46] bereits beschrieben: Ni und Pd I6sen beide auch eine
unspezifische Aktivierung der T-Zellen aus indem sie direkt an den TLR4-Rezeptor

binden.
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Der LTT basiert auf der Messung einer einsetzenden Lymphozytenreaktion (z. B.
Proliferation und/oder Zytokinexpression etc.) nach Antigenstimulation in vitro. Um
dies als spezifische In-vitro-Antwort zu interpretieren muissen verschiedene
Bedingungen erflllt sein: Vorhandensein spezifischer sensibilisierter T-Zellen nach
vorausgegangenem Kontakt des Patienten mit dem betreffenden Allergen;
Ausschluss unspezifischer Reaktionen durch Mitfihren von Kontrollansatzen
(Kontrollantigene; Blutproben nicht exponierter Personen); Relevanzbeurteilung
anhand von Kilinik bzw. Gegenuberstellung mit anderen Testresultaten (z. B. ECT)
[47-49].

Mit dem LTT lasst sich eine Sensibilisierung der mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) — speziell der darin enthaltenen Lymphozyten -
gegenuber Antigenen nachweisen [50, 51]. PBMC werden dafur in der Regel Uber
Dichtegradientenzentrifugation aus heparinisierten Blutproben gewonnen. Im LTT
kann bei Stimulation durch Metallionen in vitro eine spezifische Proliferationsantwort
Hinweis auf T-Zell-vermittelte Reaktionen sein [44, 52, 53].

Der LTT wird derzeit als wissenschaftliche Labormethode zum Nachweis einer
spezifischen T-zellularen Sensibilisierung gegenliber ausgewahlten Metallen in
unserem Labor eingesetzt [49, 54]. Der Test beruht darauf, dass die
antigeninduzierte Zellteilung der entsprechend spezifischen T-Lymphozyten
erkennbar gemacht wird. Beispielsweise durch Messung des Einbaus von radioaktiv
(Tritium-) markiertem Thymidin (*H Thymidin) in die sich teilenden Zellen oder iber
das Farbeverhalten der sich teilenden Zellen. Der Test wird allerdings in
verschiedenen Laboren unter verschiedenen Bedingungen (verwendete Zellzahl,
Kulturdauer, Limit fur positive Reaktion) durchgefuhrt und nur bei entsprechender
Validierung besteht eine hohe Sensitivitat und Spezifitat. Eine Einsatzmoglichkeit des
LTT kann sein, bei Allergieverdacht auf Metalle in Zahnersatzmaterialien eine den

ECT erganzende Information zur Sensibilisierung zu liefern.
Obwohl In-vitro-Immuntests wiinschenswert waren, um den ECT abzuldsen, konnten

bisher noch keine zufriedenstellenden Tests entwickelt werden. Der Laboraufwand
ist zu komplex, eine Validierung fehlt weitgehend und die genauen
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Pathomechanismen der Allergie-bedingten Dentalmaterialunvertraglichkeit sind noch
Gegenstand der Forschung [22].

In einer frGhen Studie von Rasanen (1996) [1] wurden 52 Patienten (grof3tenteils
Frauen) weiter untersucht, die aufgrund von Verdacht auf
Dentalmaterialunvertraglichkeit oder Unvertraglichkeit auf Au-Schmuck einen ECT
erhalten hatten und eine positive ECT-Reaktion gegenuber NTSA gezeigt hatten. Als
Zusatzuntersuchung wurde bei 30/52 Patienten ein LTT mit Au-Salzen durchgefuhrt,
wobei 22/30 (73,3 %) auf eine der Au-Salz-Testkonzentrationen einen positiven LTT
zeigten. 13 Kontrollen ohne NTSA-ECT-Reaktion hatten einen negativen LTT. Schon
damals interpretierten die Autoren dies als Hinweis darauf, dass der LTT den ECT

unterstitzen konnte.

Stejskal et al. publizierten eine Modifikation des LTT zum Nachweis einer ,Metall-
Sensitivitat® — den MELISA (memory lymphocyte immunostimulation assay). Zu
diesem Zeitpunkt waren noch die meisten Patienten mit Zahnersatz gegen Au
zusammen mit Amalgam ausgesetzt [55]. Valentine-Thon [56] untersuchte die
Reproduzierbarkeit, Sensitivitat, Spezifitat und Zuverlassigkeit des MELISA-LTT bei
Patienten mit Metallallergie und stellte fest, dass Ni mit 73 % die haufigsten
.Probleme” macht, gefolgt von Au mit 17 % und Pd mit 13 %. Stejskal untersuchte
2015 [57] anhand des MELISA die Haufigkeitsrate der Spattypsensibilisierung gegen
Metalle — einschlieBlich Au und Pd — denen die Patienten ausgesetzt waren. Die
Ergebnisse der Studie von 1991-2006 sollten zeigen, dass Pd und Au unter den
haufigsten erkennbaren Allergenen im MELISA waren. Problematisch ist bei diesen
Studien, dass aus umweltmedizinischer Sicht im MELISA gesehene ,lIn-vitro-

Sensibilisierung® mit , Typ-4-Allergie” gleichgesetzt wird.

Um eine Spattyp / Typ [V-Sensibilisierung festzustellen gibt es also zwei
Testmethoden: den ECT als evaluierten Goldstandard und den LTT. Bei Fragen z.
B. zur Arzneimittelallergie konnen sich die Tests erganzen. Ein Hauptunterschied ist,
dass a) der ECT als ,Mini-Provokationstest” an der Haut Kontaktallergien erfasst, bei
denen meist der Allergenkontakt kutan erfolgt oder das klinische Problem auch eine
Haut-/Schleimhautkomponente hat sowie b) der LTT als wissenschaftlicher, gering
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evaluierter, Ansatz eine systemische Sensibilisierung erfassen kann, deren
Wertigkeit erganzend beurteilt werden muss.

Zytokinbestimmung

Die Zytokinproduktion bei Kontaktallergie gegen Ni-spezifischen T-Zellen wurde
anfangs als T-Helfer 1 (TH1) vermittelte Immunantwort gesehen. In der Zwischenzeit
hat sich herauskristallisiert, dass es eine TH1- und TH2-Komponente gibt und
Zytokine wie IFNy, IL-2, IL-5 und IL-13 involviert sind [22, 50, 53, 58, 59].

Das T-Helfer 1 (TH1-) Zytokin IFNy ist eines der wichtigsten, von Memory-T-Zellen
produzierten Aktivierungssignale fur Monozyten/Makrophagen und vermittelt damit
Entzindungen und Gewebeschadigung. Es wurde spekuliert, dass der Typ der
Zytokin-Antwort auf die Stimulation moglicherweise die nachfolgende Immunantwort
modulieren kdnnte [52, 60, 61].

FUr Au und Pd sind solche Zusammenhange bisher selten hergestellt worden [22,
29, 62]. Vamnes et al. [63] bestimmten in den Uberstanden der Lymphozytenkulturen
die Menge des |IFNy. Sie diskutierten bereits die Relevanz der
Lymphozytenreaktivitat fur die zukunftige Diagnostik bei allergischen Reaktionen
gegen Pd und Au, wenn die Sensitivitat und Spezifitat festgestellt werden konnte. Die
immunologischen Mechanismen bei Uberschiessenden Reaktionen gegen
Metallionen wurden auch von Budinger et al. [52] bereits diskutiert. Minang et al. [62]
untersuchten die Zytokinfreisetzung, die durch z. B. Ni, Pd oder Au in PBMCs
ausgelost wurden bei Patienten mit positiven ECT-Reaktionen gegen die
entsprechenden Metalle. Alle Metalle induzierten eine gemischte TH1- und TH2-Typ
Zyokinproduktion. Signifikant hohere Antworten bei Patienten im Vergleich zu
Kontrollen erhielten sie fur Au bei IL-13 (TH2) und IFNy (TH1). Es wurde als Hinweis
auf eine gemischte TH1- und TH2-Zytokinantwort auch bei Pd- oder Au-
Sensibilisierung interpretiert. Ahnliches wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits von
Summer et al. [50, 58] bei Ni-Allergie gezeigt.

Interessanterweise konnten Muris et al. 2014 [22] berichten, dass eine erhdhte LTT-
Reaktivitat gegenuber Au in vitro auch erkennbar war, obwohl ein positives ECT-
Ergebnis gegen Au fehlte. Die Arbeitsgruppe konnte bei Patienten mit Exposition

15



gegenuber Au-haltigem Zahnersatz und Komplikationen im LTT die Produktion von
IL-5, IL-13 und IFNy messen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass In-vitro-
Assays eine erganzende Informationsquelle sein kdnnen z. B. wenn der ECT nicht
aussagekraftig oder nicht durchfuhrbar ist.

2. Ziel der Arbeit

An der Universitatsklinik fur Dermatologie und Allergologie der LMU Mdunchen
besteht seit Uber 10 Jahren eine Spezialsprechstunde fur Patienten mit Verdacht auf
Implantatunvertraglichkeit. Es ergab sich die Maoglichkeit, hier auch eine
Patientengruppe mit Dentalmaterialunvertraglichkeit im Hinblick auf Anamnesedaten
und allergologische Befunde — insbesondere ECT-Ergebnisse — im Vergleich zu nicht
allergischen Kontrollen zu analysieren. Weiterhin konnte  auch anhand von
Patienten-Blutproben die LTT-Reaktivitat und die Zytokinfreisetzung in vitro
untersucht werden. So sollten folgende Fragen bearbeitet werden:

1. Gibt es einen Zusammenhang zwischen ECT-Reaktion und LTT-Antwort
gegenuber den Metallen Ni, Pd, Au?

2. Wie sieht die entsprechende In-vitro-Zytokinproduktion der stimulierten
PBMC aus?

3. Lasst sich anhand der Zytokinmuster eine unspezifische, sensibilisierungs-
und kreuzreaktionsbedingte Zytokinfreisetzung unterscheiden?

3. Material und Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Patienten mit Verdacht auf
Zahnmaterialunvertraglichkeit in Bezug auf die ECT-Reaktion speziell gegen Pd, Au
und Ni hinterfragt werden. Von Interesse war nicht nur die ECT-Reaktivitat, sondern
auch die LTT-Antwort. Letztere interessierte sowohl im Sinne von
Proliferationsantwort als auch von Zytokinproduktion in vitro. Deshalb untersuchten
wir auch die Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine wie IFNy und TNF-a
(TH1-Profil), sowie IL-5 (TH2-Profil), als auch IL-17A (TH17) und schlieRlich IL-8
(unspezifische Immunantwort) aus den Uberstanden der stimulierten PBMC.
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3.1. Material

ECT-Testsubstanzen (Allmiral — Hermal, Reinbeck, Deutschland)

Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala, Schweden)

Medium RPMI-1640 (Biochrome, Berlin, Deutschland)

Antibiotic-/Antimykotic-L6sung (Gibco, Deutschland)

MEM Vitamine (Biochrome, Berlin, Deutschland)

Non-essential-amino-acids (Biochrome, Berlin, Deutschland)

HBSS (Hanks® Balanced Salt Solution, Biochrome,
Berlin, Deutschland)

Tryptanblau Losung 0,4% (Gibco, Deutschland)

T-Zellmitogen Phytohamagglutenin (PHA) (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Tetanustoxoid (TT) (Chiron Behring, Berlin, Deutschland)

3H-Thymidin (Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland)

Phorbolmyristat Acetat (PMA) (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

96 well Polystyren Kulturplatten (Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland)

Pippettenspitzen (10ul, 100ul, 1000ul) (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)
Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml) (Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland)
Combitips advanced (5ml)
Falcon-Tubes (50ml)

(Eppendorf, Hamburg Germany)
(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)
Reagiergefald Safe Seal (1,5ml) (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)
Polystyrene Round-Bottom Tube (5ml) (Falcon, Mexico)
Palladium(ll)chlorid: PdCl, (
Natriumthiosulfataurat: NTSA (
Nickel-1l-sulfat x 6 H2O (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Human Soluble Protein Master Buffer Kit (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA)
Zytokin-Flexset (IL-5, IL-8, IL-17A, IFNy, TNF-a) (BD Biosiences, Heidelberg,

Deutschland)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Allmiral-Hermal, Reinbeck, Deutschland)

3.2. Patienten

Unter den Patienten, die in der Abteilung fur Allergologie der Hautklinik der LMU
Munchen vorgestellt werden, gibt es immer eine Anzahl von Patienten, bei denen bei
Verdacht auf Zahnmaterialunvertraglichkeit ein ECT mit der Standardreihe DKG 1
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inklusive Nickel(ll)-sulfat (NiSO4) und der Dentalmetallreine DKG 17, die auch Pd(ll)-
chlorid (PdClI2) und Natriumthiosulfatoaurat (NTSA) enthalt, durchgefuhrt wird.

Insgesamt konnten zunachst 70 Patienten in der vorliegenden Studie aus dem
zwischen 03/2016 und 03/2017 getesteten Patientengut eingeschlossen werden, die
gegen Dentalmetalle im ECT getestet wurden und alle Pd- bzw. Au-haltige
Zahnersatzmaterialien wie Kronen, Brucken oder Inlays nach Aussage ihrer
Zahnarzte hatten. Eine Patientin hatte einen Pd-haltigen Ehering, der als Ursache fur

ihr Ekzem am Finger ermittelt werden konnte.

Die Rekrutierung geschah nach Aufklarung und Einwilligung der Patienten. Das
Studienprotokoll ist von der zustandigen Ethikkommission genehmigt worden (EK-Nr.
61-15).

Fur die vorliegende Arbeit konnten wir — um In-vitro-Reaktionen auf NTSA bzw PdCl;

zu testen — zusatzlich Blutspender aus diesem Kollektiv gewinnen:

9 Patienten (9 w, Altersdurchschnitt von 62 Jahren; 38-77 Jahre), die im ECT positiv
auf NTSA reagierten, sowie 11 nicht im ECT darauf reagierende Patienten als
Kontrollprobanden (2 m, 9 w, Altersdurchschnitt von 61 Jahren; 39-78 Jahre) und

10 Patienten (10 w, Altersdurchschnitt von 60 Jahren; 41-71 Jahre), die positiv auf
PdCl; reagierten, sowie 5 (1 m, 4 w, Altersdurchschnitt von 66 Jahren; 45-76 Jahre)
nicht im ECT darauf reagierende Patienten als Kontrollprobanden.

Bei allen Patienten wurde eine fragebogengestutzte detaillierte Anamnese (gemaf}
[64]) erhoben. Neben Alter und Geschlecht und Familienvorgeschichte wurde auch
nach Zahnmaterialien und Implantatmaterialien, atopischer  Diathese
(Rhinoconjunctivitis allergica (RCA), Asthma bronchiale (AB) oder Atopischer
Dermatitis (AD)) sowie Art, Intensitat und Dauer der Beschwerden gefragt. Der
verwendete Fragebogen ist im Anhang widergegeben. Bei allen eingeschlossenen
Patienten lagen jeweils relevante positive ECT-Ergebnisse vor und zeigten somit die
mogliche Unvertraglichkeit gegen die untersuchten Metalle an.
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Die Eigenschaften der eingeschlossenen Blutspender sind in Tab. 1 (Daten zu
NTSA) und 5 (Daten zu PdCl,) dargestellt (siehe Ergebnisteil).

3.3. Epikutantest (ECT)

Bei allen einbezogenen Patienten wurde ein ECT mit den aktuellen deutschen
Standard-Testreihen durchgefuhrt. Die Testsubstanzen sind als standardisierte
Testpraparationen in den jeweiligen Testreihen enthalten: Standardreihe DKG 1
(Ni(ll)-sulfat: NiSO4) oder DKG 17 Dentalmetalle (Pd(ll)-chlorid: PdCl, und
Natriumthiosulfatoaurat: NTSA).

Alle Substanzen wurden nach Standardverfahren am Rucken aufgebracht und die
Testablesung erfolgte nach 48, 72 Stunden, sowie als Spatablesung nach 6 Tagen.
Die Beurteilung der Hautreaktionen erfolgte gemaf der Kriterien der DKG [65].

Die Hautreaktionen wurden als negativ - (keine Reaktion), oder positiv mit +, ++ und
+++ beurteilt. Zweifelhafte oder irritative Reaktionen wurden als negativ gewertet.

3.4. Lymphozytentransformationstest (LTT)

Nach erfolgter Einwilligung wurden bei den Probanden Blutproben entnommen. Die
Abnahme von 60 ml Vollblut erfolgt in Standardtechnik aus einer Armvene.
Entsprechend der etablierten Methode von Summer et al. [49, 50] wurden aus den
heparinisierten Blutproben Uber Dichtezentrifugation die mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) isoliert. Aufgrund der unterschiedlichen Dichte der
Blutelemente konnten nach der Zentrifugation der Blutprobe (20 min bei 2000 U/min)
mit Ficoll-HypaqueR (Phadia, Freiburg, Germany) (Dichte von 1,077 g/ml) die
Lymphozyten enthaltenden mononuklearen Zellen des Blutes (PBMC) in einer
separaten ,Interface“-Schicht erhalten und abpipettiert werden. Es folgten weitere
Waschvorgange um Verunreinigungen durch Erythrozyten und Thrombozyten sowie

Ficoll-Resten zu entfernen. Das Pellet wurde in 1 ml Kulturmedium aufgenommen.

Die Zellzahlbestimmung der isolierten Zellen erfolgte unter dem Mikroskop mittels
einer Neubauerkammer. Durch die Verdinnung mit Trypanblau-Losung war eine
Beurteilung der Vitalitat der Zellen gleichzeitig mdglich. Um vergleichbare
Bedingungen fur die verschiedenen Blutproben zu schaffen, wurde die
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Zellkonzentration auf 1 x 10®%/ml in RPMI 1640 Medium eingestellt, das 10 %
humanes autologes Serum mit HEPES (25 mM), L-Glutamin, antibiotisch-
antimykotische Losung (Gibco International, Karlsruhe, Germany, NEAA und MEM
Vitamine (Biochrom, Berlin, Germany) enthielt. Es erfolgte die weitere Inkubation in
96 well-Zellkulturplatten mit jeweils 200.000 Zellen pro Vertiefung im Kulturmedium
(Biochrome, Berlin, Germany).

Um den LTT nach Stimulation mit NTSA/PdCI, zu optimieren, wurden zunachst 20

verschiedene Konzentrationen der Metallsalze in Vorversuchen getestet.

In der Studie wurden dann 9 verschiedene, nicht toxische NTSA-Konzentrationen
von 1,0 x 102 M, 3,33 x 10° M, 1,11 x 10° M, 3,70 x 10* M, 1,23 x 10* M, 4,12 x
10°M, 1,37 x 10°M , 4,57 x 10° M und 1,52 x 10°®M zur Stimulation verwendet.

Der Stimulus PdCl; wurde in den folgenden Konzentrationen eingesetzt: 1,0 x 10’3 M,
50x 10%M, 2,5 x 10*M, 1,25 x 10*M, 6,25 x 10*M, 3,13 x 10° M, 1,56 x 10° M,
7,81 x10%M, 1,91 x 10" M.

NiSO, wurde in folgenden Konzentrationen eingesetzt: 2,5 x 10°M, 1 x 10°M, 7,5 x
10°M. Das T-Zellmitogen Phytohdmagglutenin (PHA) in einer Konzentration von 2,4
pug/ml (Biochrom, Berlin, Germany) sowie das Tetanustoxoid (TT, 5 pg/ml, Chiron
Behring, Berlin, Germany) oder das reine Kulturmedium dienten als Kontrolle.

Um mogliche ,Randeffekte auszuschliefen wurde moglichst vermieden, die Zellen
der auleren Reihen zu verwenden. Am Tag 6 wurde die potenziell damit induzierte
Proliferationsantwort durch am Vortag (= Tag 5) erfolgte Zugabe und Uber-Nacht-
Inkubation von radioaktivem 3-H-Thymidin (Amersham Biosciences Freiburg,
Germany) beurteilt. Die Zellkulturplatten wurden eingefroren und anschliel3end die
inkorporierte Radioaktivitat gemessen.

Der Stimulationsindex (Sl) als Ausdruck der LTT-Reaktion errechnet sich aus dem
Verhaltnis der gemessenen Radioaktivitat (in counts per min = cpm) in der
Mediumkontrollkultur geteilt durch die gemessene Radioaktivitat in der stimulierten
Zellkultur. Als positiv wurde ein S| > 3 gewertet, als fraglich ein Sl zwischen 2 und 3.
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Parallele, nicht radioaktive Kulturansatze wurden mitgefihrt und deren Uberstande
kryokonserviert, um potentielle Unterschiede in der Zytokinproduktion in vitro
bestimmen zu kdnnen. Fur diese parallelen, ,nicht-radioaktiven® Kulturen wurde statt
PHA eine Mischung aus Phorbol-myristate-acetate (PMA, 15 ng/ml, Sigma-Aldrich,
Muinchen, Germany) und lonomycin (1,5 pg/ml, Sigma-Aldrich, Minchen, Germany)
als positive Kontrolle eingesetzt.

Das folgende Ubersichtsschema (Abb. 1) zeigt den Ablauf des LTT-
Proliferationstests.

Heparinisiertes _
Vollblut Periphere
mononukledre

Dichtegradientenzentrifugation Zellen (PBMC)

| >

Ficol™ Paque

3H-Thymidin (16-18h) Szintillationszahlung und
Berechnung des
Stimulationsindex

mehrtégige Allergeninkubation

Abb. 1: Durchfihrung des Lymphozytentransformationstests; Abbildung mit Erlaubnis des
Verlags aus [49].

3.5. Zytokin-Bestimmung
Nach der 6-tdgigen Kultur wurden die Uberstande der nicht-radioaktiv markierten
Kulturen aus vierfach gepoolten Experimenten entnommen und auf die folgenden

pro-inflammatorischen Zytokine getestet:
IFNy und TNF-a (TH1-Profil), IL-5 (TH2), IL-17A (TH17) und IL-8 (unspezifische

Immunantwort) bei Stimulation mit NTSA und PdCly; zusatzlich IL-5 bei den

Vergleichsexperimenten mit Ni-Stimulation.
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Die Zytokinproduktion wurde ermittelt durch den Einsatz von Fluoreszenz-markierten
Antikorpern in einem ,cytometric bead assay“ (CBA) (BD Bioscences, Heidelberg,
Deutschland). Bei der Methode des CBAs handelt es sich um ein Immunoassay zur
Messung geloster Proteine mittels Antikdrper-gebundenen ,Kugelchen® (Beads).
Hierfir wurde eine LOsung mit den ,Mixed-capture-beads” vorbereitet, die 5
verschiedenen Capture-beads sowie den Verduinnungspuffer enthielt. Zu 12,5 ul
dieser Losung wurde jeweils 12,5 ul der Probe hinzupipettiert. Es erfolgte eine
Inkubation bei Raumtempteratur fur eine Stunde. AnschlieRend wurden 12,5 pl einer
Detektionsreagenzldsung hinzugefugt und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. In der Losung befindliche Zytokine sowie nachtraglich hinzugefugte
fluoreszierender Antikorper werden an die Beads gebunden, woraus ein Zytokin-
spezifisches Fluoreszenzmuster entsteht. Nach einem Waschschritt durch Zugabe
von 250 ul Waschpuffer in jede Probe mit anschlieBender Zentrifugation far 5
Minuten bei 300 rpm werden die Beads in 150 ul Waschpuffer resuspensiert. Die
Zytokin- sowie antikorpergebundenen Beads werden im Anschluss mittels
Durchflusszytometrie nach Gebrauchsanweisung des Herstellers quantifiziert
(Detection limit > 0,5 pg/ml) [66].

3.6. Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des IBM Softwarepaketes SPSS (IBM
Ehningen, Deutschland), die bereits in unserer Arbeitsgruppe etabliert ist [67].

Um Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und somit spezifische Phanomene

aufzudecken, wurde der nichtparametrische  Wilcoxon-Rangsummentest

durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 angesetzt.
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4. Ergebnisse
Der vorliegende Ergebnisteil ist in zwei Teile untergliedert. Im ersten Teil werden die
Ergebnisse dargestellt, die aus den Versuchen zu Au-Allergie (Testsubstanz NTSA)

resultieren.

Der zweite Teil zeigt die Ergebnisse, die zu den Metallen Pd (Testsubstanz PdCl,)
und zu Ni (Testsubstanz NiSO.) bei den jeweils relevanten (d. h. allergischen und
nichtallergischen) Patienten erzielt wurden.

4.1. Ergebnisse zu Au (Testsubstanz NTSA)

4.1.1. Alilgemeine Patienten-Charakteristika

Bei allen untersuchten Patienten wurde eine fragebogengestitzte detaillierte
Anamnese erhoben. Gefragt wurde nach Art, Intensitat und Dauer der Beschwerden,
Unvertraglichkeit von Dentalmaterialien, atopische Diathese (Eigenanamnese von
Heuschnupfen, Asthma oder Neurodermitis), Metallunvertraglichkeit an der MSH
sowie sonstige potentielle Allergien [68].

9 Patienten mit Dentalmaterialunvertraglichkeit und positiver ECT-Reaktion gegen
NTSA und 11 Patienten ohne NTSA-ECT-Reaktion (Kontrollen) besalien alle
goldhaltige Zahnersatzmaterialien wie Brucken, Zahnprothesen oder Kronen. Die
Patienten litten an Ekzemen, Mundschleimhautprobleme wie Gingivitis, Lichen ruber
mucosa, Rotungen oder brennendes Gefuhl im Mund. In unsere Untersuchung
konnten als NTSA-ECT-positive Personen nur Frauen eingeschlossen werden. Dies
steht in Ubereinstimmung mit bereits publizierten Arbeiten, die zeigten, dass die
Beschwerden deutlich mit steigendem Alter zunehmen und eindeutig mit dem
weiblichen Geschlecht in Verbindung stehen [22].

Die in unserer Studie teilnehmenden 9 Patientinnen mit NTSA-ECT-Reaktion waren
im Durchschnitt 62 Jahre (von 38-77 Jahren) alt. Bei den Patienten des
Kontrollkollektivs fanden sich 2 mannliche und 9 weibliche Personen mit einem
mitteleren Alter von 61 Jahren (39-78 Jahren) (Tab. 1 und 2).
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Alter/ | Art des Au Klinische Symptome | ECT Bekannte
QI3 | enthaltenden Allergien
Materials
Au | Pd | Ni
NTSA | 77, f | Krone,Briicke | Roétung, ++ | - - AA
1 Zahnfleischentziindung
NTSA | 63,f | Prothese, Schmerzen, Rétung, + - ++ Keine
2 Krone, Briicke | Zahnfleischverdickung,
Schwellung

NTSA | 73, f | Krone, Briicke | Brennen, Rétung, ++ | - - Keine
3 Zahnfleischentziindung
NTSA | 73,f | Zahnkrone Leukoplakie + - - Keine
4
NTSA | 62,f | Krone, offene Stellen im Mund | + ++ |+ Keine
5 Briicke, +

Zahnimplantat
NTSA | 38, f | Zahnflllung Schmerzen, Rétung, + - - AA, AR
6 Zahnfleischentziindung

Zahnfleischverdickung

NTSA | 47,f | Krone, Juckreiz, ++ | - - AA, AE,
7 Briicke, Ekzeme/Ausschlag AR

Schmuck
NTSA | 55,f | Prothese Schmerzen, Kribbeln + + +++ | Keine
8
NTSA | 66,f | Schmuck, Ekzeme + ++ | - AE, AR
9 Uhrenarm-

band

Tab. 1: Ubersicht Patientenkollektiv (n = 9) zum Themenbereich Au-Allergie einschlieBlich
Symptomatik, vermutete Beschwerdenausléser und Allergiehintergrund sowie ECT-Ergebnis.
(AA = Allergisches Asthma bronchiale, AE = Atopisches Ekzem, AR = Allergische

Rhinokonjunktivitis).
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Alter/ | Art des Au Klinische Symptome ECT Bekannte
QI3 | enthaltenden Allergien
Materials
Au | Pd | Ni

K- 67/f Krone, Bricke | Schmerzen, Rétung, - - - AA, AR
NTSA Zahnfleischentziindung,
1 Zahnfleischverdickung,

Lichen ruber planus
K- Schmerzen, Brennen, - - - Keine
NTSA | 62/f Krone, Briicke | Zahnfleischentziindung,
2 Zahnfleischverdickung
K- 75/f Krone, Schwellung - - ++ | Keine
NTSA Briicke,
3 Zahnimplantat
K- 68/f Krone, Briicke | Zahnfleischentziindung - - - Keine
NTSA
4
K- 63/f | Prothese Schmerzen. Brennen, - - - Keine
NTSA Rétung,
5 Zahnfleischverdickung
K- 78/f Krone, Brennen, Schmerzen, - - - AA, AR
NTSA Briicke, Rétung,
6 Prothese Zahnfleischentziindung,

offene Stellen im Mund
K- 59/m | Krone, Briicke | Schmerzen, - - - Keine
NTSA Zahnfleischentziindung,
7 offene Stellen im Mund
K- 39/m | Zahnspange offene Stellen im Mund - - - Keine
NTSA
8
K- 39/f Krone, Sekret - - - Keine
NTSA Briicke,
9 Zahnimplantat
K- 60/f Krone, Briicke | Kribbeln, - - - AA, AR
NTSA Blaschenbildung, metall.
10 Geschmack
K- 61/f Krone, Rétung, - - - Keine
NTSA Briicke, Zahnfleischentziindung,
11 Prothese Zahnfleischverdickung,

offene Stellen im Mund

Tab. 2: Ubersicht Kontrollpatientenkollektiv (n = 11) zum Themenbereich Au-Allergie
einschliefllich Symptomatik, vermutete Beschwerdenausléser und Allergiehintergrund sowie
ECT-Ergebnis. (AA = Allergisches Asthma bronchiale, AE =

Allergische Rhinokonjunktivitis).

Atopisches Ekzem, AR =
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4.1.2. Epikutantest (ECT)

Die hier zugrunde gelegte Identifikation von NTSA-allergischen Patienten basiert auf
dem ECT, der mit einer Serie der gangigsten Kontaktallergene inklusive Ni und der
Dentalmetall-Testreihe mit PdCIl, und NTSA in unserer Klinik durchgefuhrt wurde. Es
konnte eine positive Korrelation zwischen gefundener NTSA-ECT-Reaktion mit der
klinischen Geschichte bei allen Patienten gezeigt werden.

Bei der Ablesung des ECT zeigten bei den 9 eingeschlossenen NTSA-positiven
Patientinnen die meisten, d. h. 6 eine einfach + Antwort im ECT auf NTSA, 3 eine ++.
Je eine Patientin war im ECT gegen NTSA und nur Pd bzw. eine andere Patientin
nur gegen NTSA und Ni positiv. 2 Patientinnen waren gegen alle drei getesteten
Metalle im ECT sensibilisiert. 5 Patientinnen waren monosensibilisiert gegen NTSA.
Sechs der neun Patientinnen reagierten nicht auf Pd und Ni im ECT.

Die Kontrollpersonen zeigten definitionsgemal im ECT keine Reaktion auf NTSA —

jedoch reagierte eine Kontrollperson positiv auf Nickel.

Negativ + ++ +++
NTSA 0 6 3 0
Pd 6 1 1 1
Ni 6 1 1 1

Tab. 3: ECT-Ergebnisse gegeniber Pd und Ni bei 9 Patienten mit positiver ECT-Reaktion
gegenilber NTSA. Teils mehrfache Reaktionen pro Patient.

4.1.3. Lymphozytentransformationstest (LTT) bei Verwendung von NTSA
Unsere Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine klinisch vermutete Uberempfindlichkeit
gegen Au sowohl mit einem positivem ECT gegen NTSA als auch mit einer
signifikanten Lymphozyten-Proliferationsantwort (S| > 3) im LTT einhergeht (Abb. 1a
/ Tab. 4). Letztere zeigte sich insbesondere dann, wenn ,ideale® In-vitro-Stimulations-
Konzentrationen von NTSA gewahlt worden waren. Bei den Konzentrationen von
NTSA 1 bis 5 lag der mittlere SI-Wert bei ECT positiven Patienten tUber 3 (NTSA 1 SI
=4,05+2,19, NTSA 2SI =7,32+4,16, NTSA 3 SI = 5,79 £ 2,80, NTSA 4 S| = 4,50
+ 1,86, NTSA 5 Sl = 3,3 +£1,32).
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Bei den Konzentrationen NTSA 6 bis 9 lag der mittlere S| deutlich unter 3 (NTSA 6 SI
1,30 £ 0,19, NTSA 7 SI = 1,24 £ 0,12, NTSA 8 SI = 1,08 £ 0,09, NTSA 9 SI = 1,11
0,10). Die NTSA-Reaktivitat von PBMC nicht-NTSA-allergischer Personen blieb

dagegen insgesamt unter dem ,SI-Limit von 3" und wies damit auf eine spezifische

+

Reaktivitat der Allergiker-Gruppe hin.

Die SI-Werte der ECT-negativen Patienten lagen im gesamten Stimulationsbereich
von ,NTSA 1 bis 9 unter 3 (NTSA 1 Sl = 1,82 + 0,42, NTSA 2 SI = 1,52 £ 0,30,
NTSA 3SI=1,36+0,18, NTSA4 SI=1,14 £ 0,17, NTSA5 Sl =1,07 £ 0,14, NTSA 6
S1=0,89 £ 0,10, NTSA 7 Sl = 1,07 + 0,16, NTSA 8 Sl = 0,90 + 0,08, NTSA 9 SI =
0,97 £ 0,12).
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Abb. 1a: LTT-Reaktion bei Stimulation mit 9 verschiedenen NTSA-Konzentrationen von
PBMC NTSA-allergischer (n = 9) und nicht-allergischer (n = 11) Patienten. Auswertung nach
6 Tagen Stimulation mit NTSA. S| = Stimulationsindex; PHA (Phytohamagglutinin) und TT
(Tetanus-Toxoid) sowie LW (Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben.

*p < 0,05, **p < 0,01.

Fanf Patientinnen, welche im LTT einen S| > 3 aufwiesen, zeigten im ECT eine

einfach + positive Reaktion, drei Patientinnen eine zweifach ++ Reaktion.
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Eine Patientin, welche im LTT einen Sl < 3 (bzw. fraglicher Sl 1,97, aufgerundet 2)
aufwies, zeigte im ECT eine einfach + positive Reaktion. Dies ist in Tab. 4

zusammengefasst.

LTT SI>3 0 ) 3

LTTSI<3 0 1 0

Tab. 4: Vergleich von ECT- versus LTT-Ergebnissen bei 9 NTSA-ECT-positiven Patienten;

der Parameter LTT Sl > 3 galt als erfiillt, wenn in mindestens einer der Testkonzentrationen

der Sl Gber 3 lag.

Die PBMC der Patienten und Kontrollpersonen zeigten bei den Kontrollstimuli auf
PHA eine adaquate, nicht zwischen den Gruppen signifikant unterschiedliche
Proliferationsantwort, sowie auf TT eine dem variierenden Immunisierungsstatus

entsprechende In-vitro-Antwort.

8 Patientinnen hatten eine positive LTT-Reaktion mit S| > 3, eine zeigte eine fragliche
Antwort mit SI < 3. Die Kontrollansatze waren alle negativ im LTT. Die besten
Ergebnisse erhielten wir wie oben erwahnt bei einer Konzentration von NTSA
zwischen 1,0 x 102 M und 1,23 x 10* M (als NTSA 1-5 bezeichnet); das Maximum
lag bei einer Konzentration von 3,33 x 10° M (sieche Abb. 1a). Alle anderen
getesteten Konzentrationen flihrten zu keiner erhdhten In-vitro-Reaktion in beiden
Gruppen und konnten somit NTSA-ECT-positive von NTSA-ECT-negativen
Blutspender nicht unterscheiden.

Es lasst sich also zusammenfassend sagen, dass die NTSA-induzierte LTT-Antwort
bei einem durch den obigen Versuch identifizierten idealen Stimulationsbereich mit
den ECT-Ergebnissen weitgehend korreliert und Patienten mit positivem NTSA-ECT
auch durch eine positive LTT-Antwort (bei mindestens einer NTSA-Konzentration des

identifizierten Stimulationsoptimums) identifiziert werden.
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4.1.4. Zytokin-Freisetzung bei NTSA-stimulierten Zellkulturen

Die In-vitro-Zytokin-Freisetzung wurde bei allen 9 NTSA-ECT-positiven Patientinnen
und 11 Kontrollpersonen nach identischer PBMC-NTSA-Stimulation wie bei den LTT-
Proliferationsversuchen gemessen. Die getesteten Zytokine in unserer Studie waren
IL-5, IL-8, IL-17A, TNF-a und IFNy. Die NTSA-induzierte Produktion der getesteten
Zytokine war oft deutlich hoher bei Patienten, die auch einen positiven ECT zeigten —
verglichen mit den Kontrollen. Dies fiel besonders bei IL-5, TNF-a und IFNy auf,

wahrend einzig die IL-8-Freisetzung sich umgekehrt verhielt.

Die Stimulation mit PMA und besonders TT als positive Kontrollen zeigten eine
deutlich gute, ahnliche Induzierbarkeit der IL-5-Produktion bei NTSA-ECT-negativen
und -positiven Blutspendern (Details siehe nachfolgend). Das bedeutet, dass per se
keine unterschiedliche ,Fahigkeit® zur IL-5-Freisetzung als ,Storfaktor” fur den
Vergleich der Kollektive vorlag. LPS induzierte keine Freisetzung von IL-5 und IFNy;
andererseits ergab sich eine deutliche LPS-induzierbare TNF-a Freisetzung als
Positivkontrolle.

IL-5-Freisetzung

Das TH2-Zytokin IL-5 wurde von NTSA-stimulierten PBMC der NTSA-ECT-positiven
Patienten signifikant freigesetzt im Vergleich mit den 11 NTSA-ECT-negativen
Kontroll-Patienten. Eine maximale Freisetzung erfolgte nach NTSA-Stimulation mit
den Konzentrationen von 1,0 x 10% M, 3,33 x 10° M, 1,11 x 10® M, wobei die
maximale mittlere IL-5 Menge bei 43 £+ 18 pg/ml lag.

Die PBMC der Kontrollpersonen zeigten wenn Uberhaupt dann nur eine sehr geringe
IL-5- Freisetzung nach NTSA-Zugabe. Eine Stimulation mit PMA / lonomycin
(Positivkontrolle) ergab keine Unterschiede bei Patienten oder Kontrollen. Die
Ergebnisse sind in Abb. 1b zusammengefasst.
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Abb. 1b: IL-5-Produktion nach Stimulation mit NTSA in 9 verschiedenen Konzentrationen
von PBMC NTSA-allergischer (n = 9) und nicht-allergischer (n = 11) Patienten nach 6 Tagen.
Stimulation mit PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur

Kulturmedium (LW; Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben. *p < 0,05.

IFN-y-Freisetzung
Die Stimulation mit PMA sowie TT ergab eine erhohte Freisetzung von IFNy der
PBMC beider Patientengruppen. Bei den Kontrollblutproben war dies deutlicher.

In Bezug auf NTSA-Stimulation ergaben die 11 Kontrollblutproben keine
nennenswerte Freisetzung von IFNy. Andererseits konnte eine signifikante
Freisetzung von IFNy bei einer Stimulation durch NTSA zwischen 1,0 x 102 M bis
1,23 x 10* M nur bei Patienten mit einem positiven ECT gegen NTSA gemessen
werden. Das mittlere Maximum lag bei einer NTSA-Konzentration von 3,33 x 10° M
bei 246 pg/ml IFNy (Abb. 1c).
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Abb. 1c: IFN-y-Produktion nach Stimulation mit NTSA in 9 verschiedenen Konzentrationen
von PBMC NTSA-allergischer (n = 9) und nicht-allergischer (n = 11) Patienten nach 6 Tagen.
Stimulation mit PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur

Kulturmedium (LW; Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben. *p < 0,05.

TNF-a-Freisetzung

Die Kontroll-Stimuli PMA, TT und LPS flhrten sowohl in der ECT-positiven
Patientengruppe als auch bei den 11 negativen Kontroll-Bluspendern  zur
Freisetzung von TNF-a. Sieht man nun auf die PBMC-Reaktivitat bei Stimulation mit
NTSA, so ergab sich eine maximale Freisetzung von TNF-a bei einer Konzentration
von 1,0 x 10%M, 3,33 x 10° M, 1,11 x 10”° M bis 3,70 x 10™* M bei der ECT-positiven
Gruppe. Das Maximum lag wie bei der LTT-Proliferation sowie bei der IL-5- oder IFN-
y-Freisetzung bei der zweiten Konzentration von NTSA mit 3,33 x 10 M, wobei der
maximale Mittelwert von 12 £+ 8 pg/ml erreicht wurde. Die ECT-negative
Kontrollgruppe zeigte keine nennenswerte Freisetzung von TNF-a nach NTSA-
Stimulation. Der Unterschied zu den NTSA-allergischen Patienten war bei zwei

Stimulationskonzentrationen signifikant (siehe Abb. 1d).
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Abb. 1d: TNF-a-Produktion nach Stimulation mit NTSA in 9 verschiedenen Konzentrationen
von PBMC NTSA-allergischer (n = 9) und nicht-allergischer (n = 11) Patienten nach 6 Tagen.
Stimulation mit PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur

Kulturmedium (LW; Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben. *p < 0,05.

IL-8-Freisetzung

Bei den Versuchen zur IL-8-Freisetzung wurden ebenfalls PMA, TT und LPS als
Kontrollstimuli verwendet und zeigten eine ahnliche Reaktivitat beider
Patientengruppen. NTSA fuhrte zwar in der Konzentration von 1,0 x 102 M bei den
im ECT positiven ebenso wie bei den Kontrollprobanden zu einer erheblichen
Freisetzung, die mit im Mittel 13807 + 1335 pg/ml bzw. 13267 + 1584 pg/ml IL-8 fast
das Niveau der Positivkontrolle erreichte.

Die Rolle von IL-8 als moglichem Marker fur eher unspezifische Reaktion zeigt sich
bei den weiteren eingesetzten niedrigeren Konzentrationen von NTSA, da hier nur
noch die PBMC der Kontrollgruppe eine deutliche IL-8-Produktion aufwiesen (siehe
Abb. 1e).
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Abb. 1e: IL-8-Produktion nach Stimulation mit NTSA in 9 verschiedenen Konzentrationen
von PBMC NTSA-allergischer (n = 9) und nicht-allergischer (n = 11) Patienten nach 6 Tagen.
Stimulation mit PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur

Kulturmedium (LW; Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben.

IL-17A-Freisetzung

Auch bei IL-17A wurden als Positivkontrollen PMA, TT und LPS verwendet und
zeigten eine deutliche Induzierbarkeit der IL-17A Produktion. Die Kontrollprobanden
zeigten bereits eine deutliche basale IL-17A Produktion (maximaler Mittelwert 3,8 +
0,5 pg/ml), welche aber auch durch die Au-Exposition unverandert bleibt. Dem
gegenuber zeigten die NTSA-ECT-positiven Probanden keine IL-17A Produktion.
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Abb. 1f: IL-17A-Produktion nach Stimulation mit NTSA in 9 verschiedenen Konzentrationen
von PBMC NTSA-allergischer (n = 9) und nicht-allergischer (n = 11) Patienten nach 6 Tagen.
Stimulation mit PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur

Kulturmedium (LW; Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben.

Zusammenfassend ergab sich zum Themenbereich Au-Allergie / NTSA-
Testergebnisse, dass a) LTT-Proliferationsreaktion auf NTSA (d. h. im LTT ein SI > 3
bei mindestens einer der eingesetzten Konzentrationen) und Au-Allergie-Status (d. h.
positive ECT-Reaktion gegenuber NTSA) positiv verknupft waren; b) speziell die IL-
5-Freisetzung und geringer die IFN-y- sowie TNF-o-Freisetzung besonders bei
Patienten mit NTSA-Kontaktallergie erfolgte — und somit eine gemischte TH2-(IL-5) /
TH1-(IFNy und TNF-a) Antwort vorlag; c) die IL-8-Freisetzung dagegen speziell bei
Nicht-NTSA-Allergikern auftrat, d. h. eine eher ,unspezifische” Reaktion (besonders
in niedrigeren NTSA-Konzentrationsbereich) anzeigte; d) IL-17A bereits eine
messbare basale Produktion bei Nicht-NTSA-Allergikern aufwies, welche sich jedoch

nicht bei Au-Exposition andert und bei NTSA-Allergikern ausblieb.
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4.2. Ergebnisse zu Pd (Testsubstanz PdCl,)

4.2.1. Alilgemeine Patienten-Charakteristika

Insgesamt wurden 15 Personen in diesen Untersuchungsblock eingeschlossen. Bei
allen im folgenden beschriebenen 15 Personen wurde auch bei dieser Versuchsreihe
analog zu 4.1.1. eine fragebogengestutzte detaillierte Anamnese erhoben.

Es handelte sich um 10 Patienten mit einer im ECT festgestellten Allergie auf PdCl,
und 5 nicht Pd-allergische Patienten als Kontrollen (d. h. Personen ohne festgestellte
Allergie auf PdCl,). Von diesen 15 Personen besallen 14 Zahnersatzmaterialien wie
Bricken, Zahnprothesen oder Kronen als ,potentielle Problemausloser”. Bei einer
Patientin ergab sich der Ehering als Beschwerdenursache, da ein lokales
Fingerekzem nach Tragen eines Palladium-Eherings auftrat. 2/10 Patienten litten an
Ekzemen, 8/10 hatten MSH-Probleme wie Gingivitis/Lichen ruber/Mucosa-Rdtungen
oder ,brennende Missempfindung® im Mund.

Von den in diesem Studienteil beschriebenen 15 Personen waren die 10 Patienten
mit Allergie auf PdCI, alle weiblich und im Durchschnitt 60 Jahre alt (41-71 Jahre).
Die 5 Kontrollen (1x mannlich, 4x weiblich) hatten ein mittleres Alter von 66 Jahren
(45-76 Jahre). Die Eigenschaften dieser 15 Personen sind in Tabelle 5 und 6
dargestellt.
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Alter/ | Art des Pd Klinische Symptome ECT Bekannte
QI3 enthaltenden Allergien
Materials
Pd Ni
71, f Zahnprothese | Schmerzen, Brennen, + ++ | Keine
Erythem,
Zahnfleischentziindung
Zahnfleischschwellung
69, f Zahnimplantat, | Hitzegefihl, + ++ | AR
Krone/Briicke | Schmerzen,
- Schwellung
8_ 65, f Zahnimplantat | Juckreiz, Erythem ++ +++ | Keine
3 57, f Krone/Briicke | Schmerzen, Erythem, + ++ | Keine
o Zahnfleischentziindung
58, f Zahnimplantat, | Aphthen +++ + Keine
Krone/Brlicke
68, f Krone/Briicke | Zahnfleischentziindung ++ +++ | AE
57, f Zahnimplantat, | Schmerzen, Brennen, ++ +++ | Keine
Krone/Briicke | Rétung,
Zahnfleischentziindung
~ 52, f Zahnimplantat, | Schmerzen, + - AE, AR,
o Krone/Bricke | Zahnfleischentziindung AA
& 63, f Zahnimplantat, | Schmerzen, Rdétung, + - AR
2 Krone/Briicke | Zahnfleischentziindung
o 41 f Ehering Ekzem ++ - Keine
61, f Zahnimplantat | Zahnfleischentziindung - - Keine
- 75, m | Zahnimplantat, | Schmerzen, - - Keine
o Krone/Brucke | Zahnfleischentziindung
& 76, f Zahnprothese Brennen - - Keine
S 73, f Zahnprothese Brennen, Erythem - - Keine
45, f Zahnimplantat, | Schmerzen, Brennen, - - AR
Krone/Briicke | Erythem

Tab. 5: Ubersicht Patientenkollektiv (n = 15) zum Themenbereich Pd-Allergie einschlieRlich
Symptomatik, vermutete Beschwerdenausléser und Allergiehintergrund sowie ECT-Ergebnis.
(AA = Allergisches Asthma bronchiale, AE = Atopisches Ekzem, AR = Allergische
Rhinokonjunktivitis); Gruppe 1 = Patienten mit ECT-Reaktion gegen Pd und Ni; Gruppe 2 =
Patienten mit isolierter Pd-Reaktion; Gruppe 3 = Patienten ohne ECT-Reaktion gegen Pd
bzw. Ni.
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Patienten mit positivem Pd Kontrollpatienten
ECT
Alter 41-71 Jahre, 45-76 Jahre,
Mittelwert 60,1 Jahre Mittelwert 66 Jahre

Geschlecht 10w 4w,1m
Grunde fur die ECT] 9/10 Zahnmaterialintoleranz, 5/5
Testung 1/10 Eheringintoleranz Zahnmaterialintoleranz
Anamnestische 10/10 0/5
Metallunvertraglichkeit
Atopische Diathese 5/10 1/5

Tab. 6: Charakteristika der Patienten mit positiven PdCI-ECT (n = 10) und der
Kontrollpatienten mit negativem PdCI,-ECT (n = 5).

4.2.2. Epikutantest (ECT)

Von den zur Studienteilnahme Befragten hatten, wie oben genannt 15 Personen, d.
h. 10 Personen mit positiver Pd-ECT-Reaktion, sowie 5 Personen ohne ECT-
Reaktion auf Pd, sowie Ni eingewilligt. Da in diesem Abschnitt Ergebnisse zu PdCl,
anhand der oben genannten 15 Personen behandelt werden, sind deren ECT-
Reaktionen zu Ni bzw. Pd zusammen mit Symptomatik und allgemeiner

Atopieanamnese in den obigen Tabellen 5 und 6 dargestellt.

Innerhalb der 15 Patienten des Studienteils zu Pd-Allergie hatten die 10 Patienten
mit Pd-Kontaktallergie folgende Konstellationen: 3 Patienten hatten isolierte ECT-
Reaktionen auf Pd (PdCl,), 7 reagierten sowohl auf Pd als auch Ni. 5 Patienten
waren ohne ECT-Reaktion auf Dentalmetalle (speziell nicht auf Pd sowie Ni) und
wurden dementsprechend als ,Kontrollen® bezeichnet.

Die ECT-Reaktionen auf Pd waren bei den o. g. 10 Patienten wie folgt: ein Patient
reagierte +++, vier ++ und 5 + positiv. 3/10 Patienten zeigten eine
Monosensibilisierung auf Pd, 7/10 regierten gleichzeitig positiv auf Ni. Dazu kamen
die oben genannten 5 Kontrollen. So konnten wir unsere 15 Patienten in 3 Gruppen

unterteilen.
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Gruppe 1: 7 Patienten mit Pd- und Ni-Reaktion im ECT
Gruppe 2: 3 Patienten, mit isolierter Pd-ECT-Reaktion
Gruppe 3: 5 Patienten (,Kontrollen“) ohne ECT-Reaktionen
Diese Einteilung gibt Tabelle 5 wider.

4.2.3. Lymphozytentransformationstest (LTT)

Es wurden wie unter 3.4. beschrieben auch hier die nach Vorversuchen ermittelten 9
nicht-toxischen Metallsalz-Konzentrationen verwendet. Da 7 der 10 Pd-allergischen
Patienten auch eine positive ECT-Reaktion gegenuber Ni aufwiesen, war parallel
auch ein LTT mit NiSO4 erfolgt. Die 3 hierzu verwendeten Konzentrationen (siehe

auch 3.4.) entsprachen der etablierten Methodik von Summer et al. [49, 50].

4.2.3.1. Lymphozytentransformationstest (LTT) bei Verwendung von PdCl;

Die LTT-Ergebnisse nach PdCl-Stimulation wurden sowohl in Beziehung auf
gefundene Pd-Allergie als auch auf doppelt positive ECT Reaktion (gegen Pd und Ni)
bzw. auf doppelt negativen Status (weder Pd- noch Ni-Allergie) ausgewertet.

Abb. 2a zeigt die Proliferation von PBMC (als S| ausgedruckt) bei Patienten mit
doppelt positivem ECT gegen Ni und Pd (Gruppe 1), positivem ECT nur gegen Pd
(Gruppe 2) und negativem ECT gegen Ni und Pd (Gruppe 3) nach 6 Tagen
Stimulation mit PdCl, in 9 verschiedenen Konzentrationen. Der Sl gilt als positive
Reaktion, wenn ein Sl > 3 vorliegt. Dies ist dementsprechend mit einer roten
Trenngrenze in der Grafik markiert.

Erwartungsgemal zeigten die nur auf Pd im ECT positive Patienten (Gruppe 2) bei
hoheren PdCl;-Konzentrationen eine deutliche Stimulierbarkeit ihrer PBMC. Die
héchste Stimulationsantwort erfolgte bei einer Konzentration zwischen 5 x 10 M bis
1,25 x 10™* M PdCl, (maximaler mittlerer SI = 9,98). Patienten mit gleichzeitiger Ni-
Reaktion im ECT blieben bei Pd-Stimulation jedoch negativ. PBMC aller drei
Gruppen zeigten eine gute, nicht signifikant unterschiedliche Stimulationsantwort auf
das pan T-Zell-Stimulans PHA sowie auf das ,Recall-Antigen“ TT. Die PHA-
Stimulationsantworten waren: Gruppe 1: 22,29 + 7,3; Gruppe 2: 19,11 = 4,67,
Gruppe 3: 9,72 + 2,67). Die Stimulationsantworten auf TT spiegeln auch den (nicht
signifikant) unterschiedlichen Immunstatus wider: Gruppe 1: 9,98 £ 1,88; Gruppe 2:
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10,11 £ 7,01; Gruppe 3: 18,88 + 8,91. Die PHA-und TT-Antworten sind auch in
Abbildung 2a mit aufgefuhrt.
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Abb. 2a: LTT-Proliferationsraten von PBMC nach PdCI, Stimulation bei Patienten mit
zweifach positivem ECT gegen Ni und Pd (Gruppe 1), positivem ECT nur gegen Pd (Gruppe
2) and negativem ECT gegen Ni und Pd (Gruppe 3) nach 6 Tagen Stimulation mit PdClI; in
drei verschiedenen Konzentrationen. Der Stimulations-Index (Sl) wurde angegeben, wobei
S| > 3 als positive Reaktion angesehen wird (SI = 3 als rote Linie angegeben); PHA =

Phytohaemagglutinin; TT = Tetanus Toxoid; *p < 0,05.

4.2.3.2. Lymphozytentransformationstest (LTT) bei Verwendung von NiSO,

Alle Patienten mit einem positiven ECT gegen Ni reagierten im LTT auf NiSO4 mit
einem Sl > 3 bei mindestens einer Konzentration, wobei S| > 3 als positive Reaktion
angesehen wird. Diese Patienten-LTT-Daten sind als grauer Balken in der Abbildung
2b gezeigt. Die Proliferationsantworten auf NiSOs von PBMC bei Patienten mit
zweifach positivem ECT gegen Ni und Pd (Gruppe 1), positivem ECT nur gegen Pd
(Gruppe 2) und negativem ECT gegen Ni und Pd (Gruppe 3) zeigen, dass nur
Blutproben von simultan Pd- und Ni-allergischen Blutspendern signifikant (d. h. mit SI
> 3) reagieren. Im Vergleich mit der ausbleibenden Reaktion von ,nur® Pd
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allergischen Blutspendern lasst sich schlussfolgern, dass bei der Gruppe 1
vermutlich die Nickelallergie im Vordergrund steht und die Pd-ECT-Reaktion eher
eine ,Kreuzreaktion® sein durfte.
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Abb. 2b: LTT-Proliferationsraten von PBMC nach NiSO,-Stimulation bei Patienten mit
zweifach positivem ECT gegen Ni und Pd (Gruppe 1), positivem ECT nur gegen Pd (Gruppe
2) and negativem ECT gegen Ni und Pd (Gruppe 3) nach 6 Tagen Stimulation mit Ni in drei
verschiedenen Konzentrationen. Der Stimulationsindex (SI) wurde angegeben, wobei S| > 3
als positive Reaktion angesehen wird (SI = 3 als rote Linie angegeben). Die Positiv-
Kontrollen Phytohaemagglutinin (PHA) und Tetanustoxoid (TT) — hier nicht gezeigt —
ergaben keine Unterschiede in den 3 Gruppen). *p<0.05.

4.2.4. Zytokin-Freisetzung bei PdCl;-und NiSO,—stimulierten Zellkulturen

Die getesteten Zytokine in diesem Studienteil waren ebenfalls IL-5, IL-8, TNF-a und
IFNy sowie zusatzlich IL-17A, wobei die auffalligsten Unterschiede zwischen den
Kollektiven bei der IL-5-Antwort in vitro auftraten.

Die PBMC der Patienten, die im ECT positiv sowohl auf Pd als auch Ni (Gruppe 1)
reagierten, produzierten IL-5 als Antwort auf PdCl,- und NiSO,-Stimulation (Abb. 2¢
und d). Patienten mit Monosensibilisierung gegen Pd (Gruppe 2) und die
Kontrollgruppe ohne Sensibilisierung (Gruppe 3) zeigten keine signifikante IL-5-

Antwort inrer PBMC auf den Einsatz von Pd oder Ni.
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Des Weiteren zeigten unsere Experimente — wenn Uberhaupt — nur sehr geringe
Konzentrationen an IFNy, TNF-a, IL-8 und IL-17A in den Zellkulturiberstanden der
drei Patientengruppen nach Stimulation deren PBMC mit NiSO4 oder PdCl,. Wir
haben diese Ergebnisse als Abbildungen aufgelistet, aber nur kurz kommentiert. Die
Ergebnisse sind wohl nicht auf einen ,misslungenen® Stimulationsansatz
zuruckzufuhren, da auf die parallel mitgefuhrten Kontroll-Stimuli (Pan-Stimulator

PMA / lonomycin und TT) adaquate Zytokinantworten erfolgten.

IL-5-Freisetzung nach Pd-Stimulation

Die IL-5-Freisetzung von PdCl,-stimulierten PBMC bei Patienten mit positivem ECT
gegen sowohl Pd als auch Ni (Gruppe 1), positivem ECT nur gegen Pd (Gruppe 2)
und negativem ECT gegen Ni und Pd (Gruppe 3) ist in Abbildung 2c dargestellt. Es
zeigt sich, dass a) bei nichtallergischen Patienten keine |L-5-Freisetzung auftritt, b)
eine deutliche IL-5-Produktion stattfindet, wenn die Blutspender auch Ni-allergisch
sind — und c) andererseits die |IL-5-Produktion nur gering ist, wenn eine isolierte Pd-
Allergie vorliegt. Teils wurde dabei ein signifikanter Unterschied von *p < 0,05 bzw.
**p < 0,01 erreicht im Vergleich mit den Kontrollgruppen (ECT Pd positiv und Ni
negativ bzw. ECT Ni und Pd negativ).

Die PdCl,-Stimulation von PBMC hatte maximal zur mittleren Freisetzung von etwa
26,1 £ 17,2 pg/ml IL-5 bei der Konzentration von 3,13 x 10° M bei Ni-/Pd-doppelt
ECT-positiven Blutspendern gefuhrt. Dies lag deutlich unter der nachfolgend
gezeigten Reaktion auf NiSO,4-Stimulation bei Vorliegen von Ni-Allergie.
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Abb. 2c: IL-5-Produktion von PBMC der drei Patientengruppen nach Stimulation mit PdCI2
in 9 verschiedenen Konzentrationen (1 x 10°M — 3,91 x 10°®M) nach 6 Tagen. Stimulation
mit PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur Kulturmedium (Med =

Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben. *p < 0,05; **p < 0,01.

IL-5-Freisetzung nach Ni-Stimulation

Die IL-5-Freisetzung von PBMC bei Patienten mit doppelt positivem ECT gegen Pd
und Ni (Gruppe 1), positivem ECT nur gegen Pd (Gruppe 2) und negativem ECT
gegen Ni und Pd (Gruppe 3) nach Stimulation mit NiSO4 ist in Abbildung 2d
dargestellt. Es fallt auf, dass die NiSO4-Stimulation bei einer Konzentration von 2,5
x 10° M zu einer hohen IL-5-Freisetzung (im Mittel 150,05 + 64,64 pg/ml) bei
Blutproben von Ni- und Pd- doppelt ECT-positiven Blutspendern fuhrt. Die ECT-
negativen wie auch nur Pd-positiven Blutspender zeigen keine Reaktion. Dies Iasst in
Zusammenschau mit der deutlich hoheren IL-5-Antwort im Vergleich zur PdCl,-
Stimulation (siehe Abb. 2c) vermuten, dass hierfur vor allem der Ni-Allergie-Status
verantwortlich ist. Die IL-5-Produktion nach Ni-Stimulation von PBMC bei Patienten
mit doppelt positivem ECT gegen Pd und Ni war etwa 10mal hoher im Vergleich zur
Pd-Stimulation.
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Abb. 2d: IL-5-Produktion von PBMC der drei Patientengruppen nach Stimulation mit NiSO,
in 3 verschiedenen Konzentrationen (7,5 x 10°® — 2,5 x 10®) nach 6 Tagen. Stimulation mit
PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur Kulturmedium (Med =

Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben. *p < 0,05.

IFN-y-Freisetzung

Die Stimulation mit PMA sowie TT ergab eine teils erhohte Freisetzung von IFNy der
PBMC. In Bezug auf PdClI,-Stimulation ergab sich nur bei den PBMC der sowohl Ni-
als auch Pd-allergischen Blutspender eine teilweise messbare IFN-y-Freisetzung
(Abb. 2e).
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Abb. 2e: IFNy-Produktion von PBMC der drei Patientengruppen nach Stimulation mit PdCl,
in 9 verschiedenen Konzentrationen (1 x 10° — 3,9 x 10°) nach 6 Tagen. Stimulation mit
PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur Kulturmedium (Med =

Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben.

Speziell zeigte sich diese IFNy-Freisetzung nach Stimulation mit PdCl, bei der
Konzentration von 1,56 x 10° M PdCl, bei ECT Pd und Ni positiven Blutspendern
(Gruppe1) mit einem Mittelwert von 762 + 1863 pg/ml.

Die Kontroll-Stimuli PMA und geringer TT fuhrten in allen drei Patientengruppen
unterschiedlich stark zur Freisetzung von IFNy.

TNF-a-Freisetzung

Nach PdCl,-Stimulation konnten wir eine Freisetzung von TNF-a (bei
Stimulationskonzentration 5-9) nur in Gruppe 2 zeigen — d. h. bei Patienten mit
isolierter Pd-ECT-Reaktion (Abb. 2f).
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Abb. 2f: TNF-a-Produktion von PBMC der drei Patientengruppen nach Stimulation mit PdCl,
in 9 verschiedenen Konzentrationen (1 x 10° — 3,9 x 10°) nach 6 Tagen. Stimulation mit
PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur Kulturmedium (Med =

Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben.

IL-8-Freisetzung
Bei den Versuchen zur IL-8-Freisetzung wurden ebenfalls PMA und TT als

Kontrollstimuli verwendet und zeigten eine ahnliche Reaktivitat der drei

Patientengruppen.
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Abb. 2g: IL-8-Produktion von PBMC der drei Patientengruppen nach Stimulation mit PdCl; in
9 verschiedenen Konzentrationen (1 x 10 — 3,9 x 10®) nach 6 Tagen. Stimulation mit PMA
(Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur Kulturmedium (Med = Leerwert

unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben.

Insgesamt konnte eine IL-8-Freisetzung nach PdCl,-Stimulation bei allen
untersuchten Konzentrationen als auch in jeder der 3 gebildeten Patientengruppen
gefunden werden, ohne dass sich wesentliche Gruppenunterschiede zeigten.
Insofern lasst sich anhand der IL-8-Produktion keine Differenzierung gemaly dem
LAllergiestatus® ableiten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2g dargestellt.

IL-17A-Freisetzung

Bei den Versuchen zur IL-17A-Freisetzung wurden wiederum PMA und TT als
Kontrollstimuli verwendet und zeigten eine gleichmallig gute Reaktivitat der drei
Patientengruppen.

46



1507 0 ECT positiv Pd und Ni (n=7)
B ECT Ni negativ Pd negativ (n=5)
O ECT Pd positiv Ni negativ (n=3)

100+

13

o

—
o S

}—

IL-17A [pg/ml]

©

N

-
=)
M

Stimulation PdCl, [M]

Abb. 2h: IL-17A-Produktion von PBMC der drei Patientengruppen nach Stimulation mit
PdCl, in 9 verschiedenen Konzentrationen (1 x 10° = 3,9 x 10°) nach 6 Tagen. Stimulation
mit PMA (Phorbolmyrestatacetat) und TT (Tetanus-Toxoid) sowie nur Kulturmedium (Med =

Leerwert unstimulierter Kulturen) sind mit angegeben.

Nach PdCl,-Stimulation zeigte sich nur bei Patienten ohne Ni/Pd-Allergie eine
Freisetzung von IL-17A (maximaler Mittelwert 3,04 + 0,94 pg/ml), die vergleichbar mit
der unstimulierten Kultur (Mediumkontrolle) war. Insofern liess sich auch dieser
Parameter nicht zur Differenzierung zwischen den drei Patientengruppen
heranziehen. Es bleibt unklar, warum bei diesen Patienten bereits ,spontan® eine —
wenn auch geringe — Freisetzung von IL-17A bestand. Die Abbildung 2h zeigt die
Daten im Uberblick.

Zusammenfassend ergab sich zum  Themenbereich  Pd-Allergie/PdCl,-
Testergebnisse, dass eine positive ECT-Reaktion isoliert nur gegen PdCl, mit einer
entsprechenden positiven PdCl,-LTT-Proliferationsreaktion (SI > 3) verknupft ist. Bei
Patienten mit gleichzeitigem Ni- und Pd-positivem ECT als haufigste Konstellation
konnte keine signifikante LTT-Reaktion auf PdCl, gezeigt werden, wohingegen die
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Stimulation mit NiSO4 eine positive LTT-Proliferationsreaktion ergab. Daraus lasst
sich vermuten, dass bei dieser Gruppe die Ni-Allergie im Vordergrund steht und die
ECT-Reaktion auf Pd eher eine Kreuzreaktion sein durfte und speziell die IL-5-
Freisetzung besonders bei Patienten mit kombinierter Ni-/Pd-Allergie auftritt und

vermutlich auf die Ni-Sensibilisierung zurtckzufuhren ist.

5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit erfolgte bei Patienten mit Verdacht auf
Dentalmaterialunvertraglichkeit eine Gegenuberstellung von In-vivo-
Allergietestreaktionen und In-vitro-Testergebnissen. Dies geschah anhand der ECT-
Reaktionen auf Au, Pd und Ni sowie der Zytokin- und Proliferationsdaten des im
Rahmen der Arbeit etablierten Au- und Pd-spezifischen LTT.

Die meisten der in Zahnlegierungen verwendeten Metalle haben auch
Sensibilisierungspotential bzw. konnen allergische Reaktionen auslosen.
Dementsprechend sind Kontaktallergien, d. h. Allergien vom Spattyp (Typ V)
gegenuber den Metallen Ni, Au und Pd nicht nur generell z. B. durch Schmuck haufig
sondern auch durch ,Dentalmaterialien® [13, 69].

Eine gute Ubersicht Uber die Relevanz und die Schwierigkeiten bei der Interpretation
der ECT-Ergebnisse bei Testung mit Au-Praparationen gibt die Arbeit von Chen JK
und Lampel HP [21]. Beispielsweise wurde genannt, dass Au-Testsalze als Irritans
wirken konnen und das Risiko ,falsch positiv‘ eingestufter Reaktionen haben. Die
Ablesung der Epikutantestreaktion hat weitere Besonderheiten. So konnen a) fraglich
positive Reaktionen (bei hohem klinischen Allergieverdacht) mit erhohter Nachtest-
Konzentration doch positiv werden; b) oft verspatete Testreaktionen auftreten
(deshalb auch 7-Tages-Spatablesung!); c) positive Testreaktionen oft wochenlang
persistieren [70, 71]. Dennoch stellten Garner [18] wie auch andere Autoren fest,
dass seit der Einfuhrung des ECT fur Pd und Au immer mehr Patienten mit positiver
Reaktion auffallen. Viele dieser Patienten haben externen Au-Kontakt (z. B. Uber
Schmuck oder beruflichen Umgang) oder systemische Exposition (z. B. Uber
Dentalwerkstoffe, Orbitale/Augenlid-Implantate, inzwischen vom Markt genommene
Au-beschichtete Stents, Au-haltige Medikamente) als Quelle ihrer Sensibilisierung /

48



Problemausldésung. In ihrer Ubersicht beschreiben Chen JK und Lampel HP [21]
lokale Manifestationen wie Ekzem, lymphomatoide/granulomatése Reaktionen und
Schleimhautreaktionen — aber auch systemische Kontaktdermatitis durch Au-
beschichtete Stents, Orbita-Implantat, i. m. Injektion oder orale Aufnahme von Au-
haltigen Medikamenten sowie durch Au-haltige Dentalmaterialien. Der Au-Spiegel
korreliert mit der Menge an Au-basierter Zahnversorgung [35] und ein erhohter Au-
Spiegel im Blut beeinflusst dementsprechend auch das ECT-Resultat [70].

Der Themenbereich ,Au-LTT* wird unter 5.3. diskutiert.

Im Privatbereich besteht der Hauptkontakt mit Pd Uber die Schleimhaut durch
Dentalmaterialien oder uber die Haut durch Schmuck, da Pd in vielen
Schmucklegierungen (z. B. Weissgold auf Pd-Basis) und in mehr als 90 % der
zahnarztlichen Edelmetall-Legierungen (z. B. Au-Ag-Pd- oder Ag-Pd-Legierung)
enthalten ist [28]. Kraenke wies schon 1995 [72] darauf hin, dass Pd zu den 7
haufigsten sensibilisierenden Metallen gehort. In der oben genannten
Ubersichtsarbeit von Fourschou A et al. [28] werden klinische Bilder der Pd-Allergie
wie allergische Kontaktdermatititis und Kontaktgranulom sowie orale Manifestationen
wie Lichen planus, Kontaktstomatitis und Schleimhauthyperplasie geschildert. Die
Autoren berichten anhand von verschiedenen Veroffentlichungen mit insgesamt
10778 epikutan getesteten Patienten unter anderem uber eine mittlere Pd-Allergie-
Pravalenz von 7,8 % bei ,Dermatitis-Patienten” bzw. 7,4 % bei ,Dentalpatienten” -
und eine hohe parallele Ni-Reaktivitat von bis zu 97 %. Viele Autoren — wie auch
Kielhorn et al. [5] hatten schon friher diese vermutete Kreuzreaktion mit Ni
beschrieben. Der Themenbereich ,Pd-LTT* wird unter 5.3. diskutiert.

Dentalmaterialunvertraglichkeit kann ein Spektrum von Ursachen haben, das — wie
im Ubersichtartikel von HJ Staehle [17] genannt — ,zahnarztliche, psychosomatische,
allergologische und toxikologische Aspekte“ einbezieht. Der Allergie-Anteil steht
vermutlich nicht im Vordergrund [73]. Eine ,zufallige” Beobachtung konnte darauf
hinweisen, dass ,Beschwerden® durch Implantatmaterialien und Dentalmaterialien
parallel gehauft bei manchen Patienten auftreten konnten. In einer Vergleichsstudie
zwischen beschwerdenbehafteten und symptomfreien Endoprothesentragern wurde
auch nach dem Vorhandensein kunstlicher Zahnmaterialien gefragt sowie nach
dadurch verursachten Beschwerden. Bei der Kontrollgruppe mit symptomfreien
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Endoprothesen zeigte sich, dass zwar 93,6 % der Patienten kunstliche
Zahnmaterialien hatten, aber keine Beschwerden dadurch entstanden [68]. Dagegen
hatten bei den beschwerdebehafteten Endoprothesentragern 88,2 % (also ahnlich
viele Patienten) kunstliche Zahnmaterialien angegeben und 9,2 % dadurch

verursachte Beschwerden.

Sieht man generell unter dem Aspekt »2Allergieverdacht* auf
,Dentalmaterialunvertraglichkeit, so wurden lokale Symptome beschrieben wie
Kontaktdermatitis-/Stomatitis, Mucositis, oraler Lichen planus und Lippenschwellung
aber auch allgemeine Symptome wie Schwindel, Asthma und Urtikariaschube [5,
22]. Die Assoziation von Typ IV-Allergie gegen Metalle und Gegenwart von
Metallimplantaten, wurde auch aus ,umweltmedizinischer Sicht® untersucht [55, 57].
Schon in den 90er Jahren berichteten Laeijendecker et al. [19] vom
Zusammentreffen von positivem ECT gegen Dentalmaterial und Cheilitis, perioraler
Dermatitis, ,burning mouth®, Stomatitis, Ulzerationen und lichenoiden Reaktionen.
Bei dem ,burning mouth  syndrome”® werden oft keine klaren
Schleimhautveranderungen angegeben — aber doch auch eine mogliche Auslésung
durch Kontakt mit Dentalmetallen oder z. B. Acrylaten, Additiva von Pflegeprodukten
(wie Duftstoffe) diskutiert [19, 74]. Muris et al. zeigten in groRangelegten Studien den
Zusammenhang zwischen Au- oder Pd-Kontaktallergie, Exposition gegenuber Au-
und/oder Pd-haltigen Dental-Legierungen und oralen lichenoiden Lasionen, oralem
Lichen planus und bei nur Pd-haltigen bzw bei Au- und viel Pd-haltigen Legierungen

zu ,non plaque related gingivitis® [22, 29].

5.1. Diskussion der Methodik

5.1.1. Epikutantest (ECT)

Der ECT wird als der Goldstandard zur Aufdeckung einer Kontaktallergie angesehen.
Er bietet den Vorteil, dass standardisierte Testsubstanzen, Applikationsprotokolle
und Ablesekriterien fur die Einschatzung der Hautreaktionen vorliegen. In unserem
Fall sind wir den Vorgaben der DKG gefolgt einschlieRlich Verwendung der
entsprechenden Testreihen. Aber auch der ECT hat Einschrankungen. So wird eine
Reproduzierbarkeit unter 100 % berichtet. Fur Nickel wird bei simultanem Aufbringen
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der Testpraparationen auf der linken und rechten Ruckenhalfte nur eine
Ubereinstimmung der Reaktionen von etwa 90-95 % angegeben [39, 75].

Dazu kommt, dass manche Patienten erst verspatet Testreaktionen entwickeln,
welche bei der ,Routine-Ablesung“ nach 2-3 Tagen ubersehen werden. Wir haben
dementsprechend bei unserem Patientengut eine zusatzliche Spatablesung
eingefuhrt (Tag 6 oder 7).

Analog zu anderen Arbeitsgruppen fuhrte dies zu einer hoheren Ausbeute an
erkannter Ni-Allergie [76, 77].

Eine entsprechende Empfehlung zur Spatablesung fur Dentalmetalle ist auch in der
neusten S3 Leitlinie zur Epikutantestung [39] aufgenommen worden.

Dieses Vorgehen ist insofern wichtig, als auch Au-ECT-Reaktionen oft spat auftreten
— dann aber lange persistieren [78].

Da eine korrekte ECT-Reaktionsbeurteilung auch von der Erfahrung/Training der
involvierten Allergologen/Dermatologen abhangt, werden an unserer Klinik nur
entsprechend erfahrene Arzte damit betraut. Selbst das ,Auswahlverfahren® fiir die
zu erfolgende Testung hat Einfluss auf die Testergebnisse. So haben Raap et al. [79]
fur die ,self-reported” Ni-Allergie nur bei 7 % dieser Patienten wirklich eine Ni-Allergie
im ECT verifizieren kdnnen. D. h. so wie ,Dunkelfarbung” unter Modeschmuck oder
Juckreiz bei Schwitzen und Okklusion nichts mit Ni-Allergie zu tun haben, so hangt
auch die ,Ausbeute” positiver ECT-Reaktionen gegen Dentalmaterialien davon ab,
ob: 1.) Vorab irritative Komponenten, Fehlstellung, Candida-Besiedlung der
Mundhdhle u. a. ausgeschlossen wurden [80]. 2.) Die fur den Patienten relevanten
Substanzen getestet wurden (d. h. entsprechende Exposition in der Mundhohle
besteht). 3.) Eine Spatablesung des ECT in der Folgewoche (Tag 6 oder 7)
durchgefuhrt wurde.

Naturlich kann eine gefundene Metall-Kontaktallergie sowohl durch ,neue®
Sensibilisierung uber Dentalmetalle resultieren oder bereits vor Einsetzen der

entsprechenden Dentalmaterialien vorhanden gewesen sein.

Gemal} Cristaudo et al. [81] sowie Muris et al. [22] werden zumindest in der Gruppe
von Patienten mit oralen Erkrankungen deutlich mehr Pd-monosensibilisierte
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Patienten gefunden als bei ,generell” metallallergischen Patienten. Bei letzteren ist
die haufige Ni-Allergie - speziell bei Frauen - ein mdglicher Grund fur Kreuz-/Parallel-

Sensibilisierungen [5, 18, 82].

Da auch eine Kontaktallergie eine biologische, variable Reaktionsbereitschaft
abbildet, treten Reaktionsschwellen durch Expositionsmenge, Expositionsort und
Menge/Art der entstandenen reaktiven Metallsalze auf. Beispiele sind Hautreaktion
auf Au-haltige Ohrstecher ohne parallele Reaktion auf Au-Ringe [83], eine erhohte
Korrosionsrate bei direktem Kontakt unterschiedlich edler Dentalmetalle [16, 23] oder
der Einfluss unterschiedlicher Speichelzusammensetzung [29] sowie das
Zahnputzverhalten [22, 28, 84]. Neben stringenter Patientenauswahl,
Testdurchfuhrung und Expositionstuberprufung kann auch die vorgegebene Auswahl
an Testpraparationen Einfluss haben. So wird beispielsweise von der DKG zur
Testung bzgl. ,Pd“ das Metallsalz PdCl; in der DKG 17 Reihe vorgegeben [14]. Muris
et al. hatten allerdings 2014 publiziert, dass durch Verwendung von NazPdCls im
Vergleich mehr positive Reaktionen erhalten wurden [22]. Wir haben uns aber hier an
den DKG-Standard gehalten. Schlie3lich sind auch das Vorgehen beim ECT und
dessen Ergebnisse nationalen Verwendungsmustern der ,Problemausléser® wie
auch Praventionsstrategien unterworfen. Dies wird z. B. an einem ,Nord-Sud-Gefalle*
der Ni-Allergiehaufigkeit in Europa deutlich.

Eine Studie in Norwegen zwischen 1993-1997 [11] zeigte, dass 70 % Frauen
zwischen 40-49 Jahren im ECT Sensibilisierungen zu 28 % gegen Ni, 23 % Au und
9 % Pd aufwiesen. Marcusson [37] untersuchte bereits 1996 in Schweden die
Haufigkeit von Allergien bei ,Zahnpatienten” und gab an: Ni mit 22 %, Au mit 23 %
und Pd mit 8 %. In der Turkei wurde bereits zwischen 1996 und 1998 in einer Studie
19,1 % gegen Ni, 9,4 % gegen Pd und 11,8 % gegen Cr ermittelt [18]. Wahrend
,ohne Regulation in Nordamerika die Inzidenz der Ni-Allergie steigt, wie von
Warshaw [85] in einer Studie zwischen 2003-2004 von einer immer noch hohen Ni-
Allergie von 18,7 % gezeigt werden konnte, fallt sie langsam in Europa. Hier wird der
positive Einfluss der europaischen Nickeldirektive [77, 86] erkennbar.

Entsprechende Einflisse sind unseres Wissens zu Dentalmetallen nur gering
erforscht. Aufgrund des hilfreichen Goldstandard ,ECT“ zur Aufdeckung einer
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Kontaktallergie und andererseits aber bestehender Limitationen wird im Folgenden
die ,in-vitro“-Testerganzung des LTT diskutiert.

5.1.2. Lymphozytentransformationstest (LTT)

Der LTT wurde schon in den 60er Jahren entwickelt, um ,in vitro“ die Reaktion
sensibilisierter Lymphozyten auf das zugegebene Antigen in Form der Proliferation
(» Transformation in Blasten®) lichtmikroskopisch zu bestimmen. Die Verwendung von
3H-Thymidin und anschliellende Proliferationsbeurteilung tber in DNA inkorporierte
,Radioaktivitat® wurde 1976 fur einen verbesserten LTT vorgeschlagen [87].

Wahrend der ECT in vivo eine lokale, Antigen-spezifische Entzundungsreaktion als
.,Read-out” nutzt, zielt der LTT auf das Erkennen einer spezifischen, Antigen-
induzierten T-Zell-Aktivierung in vitro hin. Proliferationsmessung und Muster der
Zytokinfreisetzung stehen hier im Vordergrund. Pichler und Tilch [48] oder Merk [88]
beschrieben wesentliche ,Gute-Anforderungen® an die LTT-Durchfuhrung — speziell
zu der ursprunglichen LTT-Domane der Beurteilung von Arzneimittel-
Unvertraglichkeit. Ein Test-Zeitfenster von wenigen Wochen bis Monaten nach der
klinischen Problematik besteht bei limitierter Antigen — (hier Arzneimittel-) Exposition,
wahrend bei protrahierter Exposition z. B. gegenuber Metallen ausreichend
zirkulierende spezifische T-Zellen (durch wiederholtes ,Boostern®) vorliegen [49]. Bei
der von uns verwendeten Methodik wurden folgende wichtige Aspekte berucksichtigt:
Schon bei der initialen PBMC-Gewinnung uber Dichtegradientenzentrifugation sollten
ausreichend — aber nicht angereichert — Monozyten mit enthalten sein, um weder
einen immunsuppressiven Effekt zu hoher Monozytenzahlen [48, 89] noch eine
Uberreprasentation von T-Lymphozyten (durch Monozytendepletierung) zu
bekommen. Bei der Vorbereitung des Zellkulturmediums haben wir autologes Serum
(erhalten parallel zur Dichtezentrifugation) verwendet, um bestmdglich individuelle
Zusatzfaktoren nicht zu verlieren. Wir hatten in frihen Experimenten gesehen, dass
oft von anderen Gruppen verwendetes kommerziell erhaltliches gepooltes AB-Serum
Chargen-abhangig den LTT-Verlauf generell beeinflusst. Bei der Stimulation
eingesetzte Metall-Salze wurden zunachst in einer Dosis-Wirkung-Kontrolle gepruft,
um toxische (Proliferations-inhibierende/Zytokinfreisetzungs-hemmende) Effekte auf
die PHA-Proliferationskontrolle und Basisproliferation auszuschliellien genauso wie
unspezifische mitogene Effekte. Blutspender ohne entsprechend gefundene
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Kontaktallergie (aber mit anzunehmender Antigen/Metallexposition) wurden zur
Kontrolle mit eingeschlossen. Andererseits wurde die gefundene Metall — (Au, Pd
oder Ni) ECT — Allergie als ,Goldstandard” zum Vergleich mit der LTT-Reaktion
herangezogen. Mehrfachkulturansatze und Positiv-Grenzwert von Sl > 3 wurden
ebenso beriucksichtigt wie die Verarbeitung der Blutproben innerhalb von 24h. Es
wurden die vorab publizierten Test-Modifikationen und Evaluierungsansatze [49, 54,
90, 91] berucksichtigt mit dem Bewusstsein, dass der LTT fur die Mehrzahl der
eingesetzten Testantigene nicht evaluiert ist. Die Stellungnahme des RKI von 2008
[92] unterstreicht, dass von den Resultaten der In-vitro-Stimulation nicht ohne
Weiteres der Beweis einer krankmachenden Sensibilisierung abgeleitet werden
kann. Dementsprechend erfolgte unsere Ergebnisinterpretation (Siehe 5.3.) auch in
Zusammenschau mit Klinik und Epikutantestergebnis. Wir haben interindividuell
unterschiedliche Reagibilitat mit Reaktionsoptimum bei unterschiedlichen
Metallsalzkonzentrationen in Analogie zu Stander S. et al. [54] angenommen und
deswegen stets mehrere Antigen-Test-Konzentrationen mitgefuhrt. Zur Beurteilung
der erfolgten Zytokinfreisetzung wurden identische Parallelkulturen durchgefuhrt —
mit Ausnahme der Kontrollstimulation Uber PMA (statt PHA) [58].

Manche Arbeitsgruppen verwenden zugesetzte Zytokin-Cocktails, um die LTT-
Antwort zu verstarken. So wurde beispielsweise in der Arbeitsgruppe um T.
Rustemeyer [59] nach Zugabe von IL-4 / IL-7 eine verbesserte spezifische
Proliferationsantwort auf Ni erreicht. Ein TH1- als auch TH2-Zytokinsekretionsprofil

wurde ebenfalls klarer durch Benltzen von Zytokin-angereichertem Kulturmedium.

Es gibt verschiedene ,Read-out® Systeme fur die Proliferationsantwort im LTT.
Neben dem oben beschriebenen 3H-Thymidin-Einbau mit Szintillationsmessung sind
Farbstoff-(CFSE-) basierte Tests mit Beurteilung der Intensitatsminderung durch
Zellteilung haufig benutzt [93]. Ebenso kann die Proliferation Uber den Einbau von
BrdU und anschlielRender Messung mittels eines Europium-markierten monoklonalen
Antikorpers ,time resolved fluorescence” (TRF) bestimmt werden (DELFIA Cell

Proliferation Assay).

Da in unserem Labor weiterentwickelt und evaluiert, wurde hier der 3H-Thymidin-
Einbau fur den LTT herangezogen.
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5.1.3. Zytokin-Freisetzung

Eine Alternativmethode zum LTT wund der Proliferationsmessung stellt die
Bestimmung von spezifischen Zytokinen in Abhangigkeit von der Antigenstimulation
dar. Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) gehort zum Immunassay-
Verfahren und basiert auf Farbreaktionen im Sinne des enzymatischen
Immunabsorptionsverfahren. Das grundsatzliche Prinzip umfasst die Bindung von
Antigenen an enzymgekoppelte Antikorper (Detektionsantikdrper) sowie den
enzymkatalysierten Farbumschlag nach Kontakt des Antigen-Antikorper-Komplexes
mit dem zu untersuchenden Substrat [94, 95].

Bei der direkten Methode wird das nachzuweisende Antigen auf einer Mikrotiterplatte
fixiert und direkt mit dem Detektionsantikorper markiert [95-97].

Bei der indirekten Methode erfolgt zunachst die Bindung des an der Titerplatte
fixierte Antigens mit einem Erstantikorper. Erst in einem zweiten Schritt erfolgt die
Markierung mit dem Detektionsantikdrper Uber den Erstantikorper.

Bei der direkten Sandwich-EILSA Methode erfolgt die Bindung des Antigens an der
Titerplatte mittels ,capture® Antikorper, die Markierung erfolgt direkt mittels
Detektionsantikorper. Bei der indirekten Sandwich-ELISA Methode wird erneut der
Zwischenschritt der Markierung mittels Erstantikorperbindung bendétigt.

Die Signalstarke der enzymvermittelten Farbreaktion korreliert dabei mit der
Antigenkonzentration, wodurch sich der ELISA fur quantitative Messungen von z. B.
Zytokinen eignet [94-97].

Zu erwahnen ist, dass sich die Signalstarke bei der kompetitiven ELISA-Methode,
welche auf der Antikbrperbindungskonkurrenz mit dem zu untersuchenden Substrat
basiert, umgekehrt proportional zur Konzentration verhalt [94-97].

Der ELISPOT (,enzyme-linked immunospot®) Assay stellt eine weitere etablierte
Methode zur Detektion antigen-spezifischer Zytokinproduktion oder Antikorper-
sezernierender Immunzellen dar. Diese Technik erlaubt es, zytokin- oder
antikorperproduzierende Zellen (z. B. aus Blut oder Gewebe isoliert) erkennbar zu
machen und zu quantifizieren. Dabei basiert die Methode auf der ,Sichtbarmachung”
von Zytokinen oder Antikdrpern, welche von in Kultur gehaltenen Immunzellen nach

Antigen-Stimulation freigesetzt werden und im unmittelbaren Umfeld (d. h. im
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Kontaktbereich auf dem Kulturplatten-Boden/Membran) abgefangen werden. Die
Zytokine binden an auf der Membran immobilisierte Antikorper (,capture antibodies®)
und werden anschliel3end durch Immunfarbung sichtbar gemacht. Der Farbumschlag
erfolgt durch Zugabe eines zweiten Antikrpers gegen ein Epitop des
nachzuweisenden Zytokins, wodurch es zu einem Ausfallen eines Farbstoffes an der

Sekretionsstelle kommt [98, 99] und ,Spots® erkennbar werden.

In unserem Fall wurden die in den Zellkulturiberstand freigesetzten Zytokine mit
Hilfe des CBA bestimmt.

Der Vorteil des CBA liegt darin, dass bei einer geringen Probenmenge mehrere
Zytokine in nur einer Probe gleichzeitig gemessen werden kdnnen (Multiplex Assay).
Die Einfuhrung der CBA-Methode stellte einen neuen zeitsparenden Ansatz zur
gleichzeitigen Messung mehrerer Analysate in einer LOsung dar. Sie ist auch im Falle
minimaler ProbengroRe anwendbar, was einen grof3en Vorteil gegenuber
traditionellen Immunoassays darstellt, und besticht daruber hinaus durch
Reproduzierbarkeit und guter Vergleichbarkeit mit bereits etablierten Methoden. Die
Anwendbarkeit wurde fur eine Reihe menschlicher Zytokine bewiesen. Daruber
hinaus erlaubt die Methode die Messung von Entzindungs- sowie
Apoptosemediatoren, Antikorpern, Chemokinen, Immunglobulinisotypen oder auch
Signalmolekulen [66].

5.2. Zusammenfassung der Ergebnisse
Anhand der durchgefuhrten Versuche haben wir im Wesentlichen die folgenden
Antworten auf die drei unter ,Ziel der Arbeit® gestellten Fragen gefunden.

5.2.1. Gibt es einen Zusammenhang zwischen ECT-Reaktion und LTT-Antwort
gegenuber den Metallen Au, Pd und Ni ?

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen ECT-Ergebnis und gemessenen LTT-
Reaktionen, so lasst sich ein optimaler, zwischen Allergiker und Nicht-Allergiker
differenzierender Stimulationsbereich feststellen: Bei NTSA konnte ein signifikant
erhohter Sl > 3 bei 3 der 9 Uberpruften verschiedenen NTSA-Konzentrationen nur bei
Patienten gemessen werden, bei denen auch der ECT positiv auf NTSA war. Bei
ECT- negativen Patienten fuhrte keine der 9 NTSA-Konzentrationen zu erhohter

Proliferation in vitro.
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Bei den Untersuchungen zu Pd bestand vorweg die Besonderheit einer moglichen
Kreuzreaktion mit Ni (7/10 Pd-ECT positiven Patienten auch mit Ni-ECT-Reaktion).
Bei Stimulation mit den 9 Uberpruften PdCl—Konzentrationen konnte eine positive
Reaktion im LTT (S| > 3) nur bei Patienten gezeigt werden, die im ECT isoliert nur
auf PdCI, positiv reagierten (bester, signifikant differenzierender Stimulationsbereich
= ,Konzentration® 2-4). Waren die Patienten im ECT gegen PdClI, und NiSO4 negativ
oder auf beide positiv, zeigte sich keine erhohte Proliferation im LTT.

Bei zusatzlicher Stimulation mit NiSO4 zeigte sich ein S| > 3 nur bei den 7 Patienten,

die im ECT gegen NiSO4 und PdCI; (Gruppe 1) positiv waren.

5.2.2. Wie sieht die entsprechende in vitro Zytokinproduktion der stimulierten
PBMC aus?
Folgende Zytokinproduktion konnte bei NTSA-stimulierten Zellkulturen gemessen
werden:
- IL-5-Freisetzung (signifikante Werte bei 3 Konzentrationen von NTSA) nur bei
NTSA-ECT-positiven Patienten.
- IFNy- und TNF-a-Freisetzung (signifikant je bei 2 Konzentrationen von NTSA)
jeweils nur bei NTSA-ECT-positiven Patienten.
- IL-8-Freisetzung nur in geringer Hohe bei NTSA-ECT-negativen Patienten.

Folgende Zytokinproduktion konnte bei PdCl;-stimulierten Zellkulturen gemessen
werden:

- IL-5-Freisetzung (signifikante Werte bei 3 Konzentrationen von PdCl,) bei
Patienten mit positivem ECT gegen Pd und Ni (Gruppe1) — jedoch deutlich
weniger als bei Ni-Stimulation (s. u.); geringer bei positivem ECT gegen PdCl;
alleine; nicht bei insgesamt negativem ECT.

- IFNy-Freisetzung nur sehr maRig bei Patienten mit positivem ECT gegen Pd
und Ni (Gruppe 1).

- TNF-a Freisetzung nur bei den drei Pd-ECT + und Ni-ECT-Patienten.

- IL-8-Freisetzung bei allen 3 Gruppen ahnlich, d. h. unabhangig von ECT Pd /

Ni positiv oder negativ.
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- IL-17A-Freisetzung nur gering und in gleicher Auspragung bei unstimulierten
und stimulierten Kulturen von Pd- und Ni-doppelt negativen (Kontroll-)

Patienten.

Folgende Zytokinproduktion konnte bei NiSOj4-stimulierten Zellkulturen gemessen
werden:

- IL-5-Freisetzung (signifikante Werte bei 3 Konzentrationen von NiSO,) bei

Patienten mit positivem ECT gegen Pd und Ni (Gruppe1); nicht bei isoliert Pd-

ECT-positiven oder insgesamt ECT-negativen Patienten.

5.2.3. Lasst sich anhand der Zytokinmuster unspezifisch-, sensibilisierungs-
und kreuzreaktionsbedingte Zytokinfreisetzung unterscheiden?

Uber das Zytokin IL-5 wie auch tber IFNy und TNF- a (beides TH1-Muster) I&sst sich
eine spezifische Freisetzung in unseren NTSA-Versuchen bei entsprechender NTSA-
Allergie ablesen. Bei den Pd- und Ni-Ansatzen zeigte sich jeweils nur eine deutliche
IL-5-Freisetzung bei Patienten, wenn der ECT sowohl gegen Pd als auch Ni positiv
ist — bei isolierter Pd-Allergie deutlich geringer und nur, wenn mit PdCI;, stimuliert
wurde. Das deutet auf eine ECT-Kreuzrektion der beiden Metalle hin (d. h. ,Pd
reagiert im Hauttest bei Ni-Allergie oft mit“), sowie auf Ni als Haupt-IL-5-Induktor —
zumal im LTT die isoliert Pd-ECT-positiven Blutspender auf Ni-Stimulation keine und
auf Pd-Stimulation nur geringe IL-5-Freisetzung haben. IL-8 hingegen zeigt eher eine
unspezifische Reaktion, sowohl bei NTSA mit nur negativen ECT Patienten als auch
mit der in allen Ansatzen messbaren Freisetzung bei PdCl,.

5.3. Diskussion der Ergebnisse

Am Modell ,Ni-Allergie“ wurde bereits nachgewiesen, dass PBMC Ni-allergischer
Blutspender in vitro nach Zugabe von Ni-Salzen im LTT sowohl erhohte
Proliferationsraten haben als auch oft eine gemischte TH1-/TH2-Zytokinfreisetzung
aufweisen. In fruheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass bei
standardisierten Durchfuhrungsbedingungen (wie Zellzahl, autologes Plasma
enthaltendes angereichertes Kulturmedium) und weder toxischen noch
unspezifischen Stimulationskonzentrationen eine Ni-spezifische LTT-Reaktion in vitro
mit hoher Korrelation (Sensitivitat 88 %, Spezifitat 96 %) zur ECT-Reaktion erreicht

werden kann [54]. Auch in der hier vorgelegten Arbeit wurde zur Etablierung und
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Optimierung des LTT bei Pd- und Au-Allergie der Epikutantest als ,Goldstandard-
Referenz verwendet. Da die meisten Laborgruppen den LTT unterschiedlich
durchfuhren — z. B. bei Radioaktiv-Methodik oft schon S| > 2 als positiv gesetzt wird
[100] oder als Proliferationsmessung alternativ  durchflusszytometrische Analytik
dient, muss zunachst eine Laborgruppen-interne Evaluierung der Ergebnisse
erfolgen. Wie schon von Pichler et al. [48] zum ,Arzneimittel-LTT“ beschrieben
fanden auch wir, dass es keine einzelne sondern mehrere Testkonzentrationen als

optimalen Stimulationsbereich gibt.

5.3.1. Versuche zu Gold-(Au-)Allergie

Bei unseren untersuchten 9 Patienten zu Au-(NTSA-)-Allergie sahen wir zu
Versuchsbeginn keinen wesentlichen ,Confounder-Einfluss®, da alle nicht-
allergischen 11 Kontrollen auch keine Ni- bzw. Pd-Allergie hatten und bei den 9
NTSA-allergischen Patienten nur jeweils einer eine isolierte Pd- sowie ein anderer
eine isolierte Ni-Allergie hatte. Die von uns zur NTSA-Stimulation verwendeten
(vorab als nichttoxisch und nicht unspezifisch mitogen gefundenen) 9
Testkonzentrationen (NTSA zwischen 1,0 x 102 M und 1,52 x 10° M) Uberlappen
teilweise die in frGheren Publikationen angegebenen (oft breit angesetzten) Au-
Konzentrationen. Das waren beispielsweise 0,1-100ug/ml HAuCl4 in der Arbeit von
Romagnoli P et al. [101], 25uM NTSA als Optimum in der Veréffentlichung von
Minang JT et al. [62] sowie von 0,1-100pug/ml HAuCls in der Untersuchung von
Hashizume et al. [102]. Unsere eingesetzten 9 Konzentrationen fuhrten bereits zu
einem deutlichen Unterschied zur darauf nicht/minimal reagierenden Kontrollgruppe
und fur drei als ,optimal® identifizierte bzw. eingestufte Konzentrationen war dieser
Unterschied signifikant. Damit sind Testbedingungen fur eine gute Trennscharfe
geschaffen. Um Sensitivitat und Spezifitat genauer zu berechnen sind allerdings
hohere Patientenzahlen notig.

Immerhin lasst sich durch die Analyse des In-vitro-Zytokinmusters die im
Proliferationsansatz gefundene Unterscheidung zwischen NTSA-ECT-positiven und
negativen Personen noch untermauern. Bei NTSA-Allergie zeigte sich als
Stimulationsreaktion sowohl eine Uber die IL-5-Freisetzung erkennbare TH2-Antwort
als auch eine TH1-Reaktion anhand von IFNy- und TNF-a-Freisetzung. Diese
Ergebnisse passen zu der auch von Minang et al. [62] beschriebenen ,mixed Th1-
and Th2-type cytokine response“ auf Au. Erganzend fanden Hashizume H et al.
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[102], dass die von lhnen etablierten Au-spezifischen T-Zell Klone eines Au-
allergischen Patienten heterogen waren und ,ThO-like, Th2-like and Tc1-like cytokine
profiles“ hatten. Die Autoren spekulieren, dass damit verknlipft Au-spezifische CD4"
und CD8" T-Zellen unter Au-Stimulation ein Spektrum von Interaktionen mit APC
haben konnten und dies in verschiedenen klinischen Manifestationen der Au-Allergie
resultieren konnte. Dass sowohl TH1- als auch TH2-Zytokine im Sinne von
Aktivierung  zytotoxischer = CD8+-T-Zellen,  Zellrekrutierung und z. B.
Eosinophilenaktivierung bei der Effektorphase, d. h. beim klinischen Bild der
allergischen Kontaktdermatitis beteiligt sind, diskutierten Baeck et al. anhand von
Stanzbiopsien am Modell der Kortikosteroid-ECT-Reaktion [103]. Wir haben bei
unseren Versuchen erganzend eine IL-8-Freisetzung als eher ,innate/unspezifische*
Zytokinantwort zur potentiellen zusatzlichen Unterscheidung zum ,Allergiestatus”®
gepruft und dies auch bei den Stimulationsansatzen mit NTSA-Konzentration 3-9 so
verifizieren konnen. Somit scheint eine erganzende Messung der erhohten IL-8-
Freisetzung den ,Nicht-Allergiestatus” zu unterstreichen. Dies passt zu einer kirzlich
veroffentlichten In-vitro-Beobachtung bei Ni-Allergie, bei der ein IL-5/IL-8 Quotient
zur Abgrenzung von unspezifischer Reaktion hilft [58].

5.3.2. Versuche zu Palladium(Pd-)Allergie

Bei den 15 untersuchten Patienten zu Pd-Allergie hatten wir bereits anhand der ECT-
Ergebnisse gesehen, dass das haufige Zusammentreffen von Pd- und Ni-Allergie
Testansatze auch zur Abgrenzung des ,Confounders Kreuzreaktion® notig macht.
Dementsprechend hatten wir die Pd ECT+ Patienten weiter unterteilt und insgesamt
3 Gruppen gebildet (7 Patienten mit Pd- und Ni-Allergie, 3 Patienten mit isolierter Pd-
Allergie und 5 nichtallergische Kontrollpatienten). Auch zur PdCl,-Stimulation
verwendeten wir (vorab als nichttoxisch und nicht unspezifisch mitogen gefundene) 9
Testkonzentrationen, welche ebenfalls teils den in friheren Publikationen
angegebenen Pd-Konzentrationen ahnelten. Das waren beispielsweise 25 oder 2,5
pug/ml PdCI; in den Arbeiten von Bordignon et al., Cristaudo et al. [60, 81] sowie 27,8
pug/ml in der Untersuchung von Spoerri et al. [93] oder (als Optimum) 100 uM in der
Veroffentlichung von Minang et al. [62]. Von den 9 in unseren Versuchen
eingesetzten PdCl,.Konzentrationen fuhrten die Konzentrationen 1-4 zu einer
erhohten (2-4 signifikant erhohten) Proliferationsantwort bei den 3 isoliert Pd-

allergischen Patienten, wahrend die anderen beiden Gruppen keine erhohte
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Reaktion zeigten. Dieses Reaktionsmuster deutet schon darauf hin, dass bei den 7
Patienten mit paralleler positiver Pd- und Ni-ECT-Reaktion eher die Ni-
Sensibilisierung im Vordergrund steht. Deshalb hatten wir bei Blutproben der
gleichen Patientengruppen zum Vergleich auch eine Ni-Stimulation in vitro
durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigen, dass nun ausschliesslich — und deutlich —
erhohte SI-Werte bei Patienten mit paralleler Ni-und Pd-ECT-Reaktion auftreten als
weiteren In-vitro-Hinweis auf die im Vordergrund stehende Ni-Sensibilisierung. Zu
einer ahnlichen Aussage kamen Bordignon et al. [60]. Sie hatten versucht, in vitro
anhand der IFNy- bzw. |IL-10-Produktion im ELISpot-Assay das In-vivo-Phanomen
der simultanen ECT-Reaktion zu charakterisieren. Sie fanden, dass a) alle ECT-
negativen Blutspender bei Stimulation mit Ni wie auch Pd nur IL-10 produzierten; b)
isoliert Ni-ECT positive Patienten bei Stimulation mit Ni IFN-y, auf Pd hin aber nur IL-
10 freisetzten; c) Ni-und Pd-ECT positive Patienten bei Stimulation mit Ni IFN-y, auf
Pd hin aber nur IL-10 freisetzten; d) nur Pd-ECT positive Patienten bei Stimulation
mit Ni IL-10, auf Pd hin aber IFN-y produzierten. Proliferationsdaten waren in diesen
Experimenten nicht erhoben worden. Minang et al. [62] hatten die In-vitro-
Freisetzung von IL-2, IL-4, IL-13 und IFN-y gegenuber Ni, Cr, Co, Pd und Au
untersucht und bei allen entsprechenden Allergikern eine ,mixed Th1- and Th2-
cytokine response” bei ihren Versuchen gefunden, wobei auf Ni-Stimulation hin bei
Ni-Allergikern alle 4 untersuchten Zytokine sowie bei Pd-Stimulation Pd-Allergiker
praferentiell IL-2 und IL-4 freisetzten. Allerdings hatten 3 der 4 untersuchten Pd-
Allergiker parallel eine Ni-Allergie. Eine Gegenuberstellung zu ausschlieBlich Pd-
Allergikern fehilt.

Durch die Zytokinanalyse unserer Versuche ergab sich zur PdCl,-Stimulation, dass
eine IL-5-Freisetzung (TH2-Antwort) nur a) bei den Blutspendern mit Doppel-ECT-
Reaktion (Ni und Pd) und b) deutlich geringer bei den 3 ausschliesslich Pd-ECT
positiven Patienten auftrat. IFN-y (TH1-Antwort) wurde nur gering von Patienten mit
doppelter (d. h. Ni- und Pd-) Sensibilisierung freigesetzt. Eine TNF-a-Freisetzung
(TH1-Reaktion) zeigte sich nur bei den drei isoliert Pd-Allergikern. Durch den
erganzenden Stimulationsansatz mit NiSO4 konnten wir auch bei der
Zytokinfreisetzung am Beispiel IL-5 zeigen, dass ahnlich wie bei der oben
beschriebenen Proliferationsantwort bei den im ECT doppelt (d. h. auf Ni und auf Pd)
Reagierenden die vergleichsweise hochste Reaktion (hier |L-5-Freisetzung) in
Gegenwart von Ni auftritt und wahrscheinlich der im Vordergrund stehenden Ni-
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Sensibilisierung zuzuschreiben ist. Die IL-8- Analyse erbrachte in unseren Versuchen
keine klare Differenzierung zwischen den drei Gruppen. Am Mausmodell
beschrieben Kobayashi et al. [104], dass bei Pd-Sensibilierung im Hautinfiltrat
vornehmlich CD4+ T-Zellen mit TH1-Charakteristika, d. h. erhdhter Expression von
CD25, IL-2, IFNy und TNF-a — nicht aber IL-4 oder IL-5 zu finden waren. Insgesamt
gelang in unseren Versuchen die Etablierung eines Pd-spezifischen LTT. Es fiel
jedoch auf, dass bei weiterflhrenden Untersuchungen auf eine Uberlagerung der
Reaktivitat in vivo und vitro durch Ni-Allergie geachtet werden muss. Da isoliert
auftretende Pd-Allergie selten ist, konnen wir derzeit anhand der relativ kleinen hier
untersuchten Untergruppe keine endgultigen Aussagen zum Zytokinmuster machen

— auller der erwahnten Abgrenzung zur Ni-Allergie.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der Spezialsprechstunde fur Patienten mit Verdacht auf
Implantatunvertraglichkeit erfolgt eine allergologische Diagnostik auch bei Patienten
mit Dentalmaterialunvertraglichkeit anhand von fragebogengestutzter Anamnese,
ECT und LTT (bisher zu Ni, Co und Cr). Damit wurde es moglich, in der
vorliegenden Arbeit an einer Patientengruppe mit Gold-(Au-) oder Palladium-(Pd-)
Allergie (d. h. ECT jeweils positiv) den LTT gegenuber Au (Testpraparat NTSA)
sowie gegenuber Pd (Testpraparat PdCl;) zu etablieren. D. h. in Relation zum
,Goldstandard ECT* sollten NTSA- sowie PdCl,-Konzentrationen ermittelt werden,
die in Abgrenzung zu nichtallergischen Kontrollen den Allergiestatus im LTT-
Proliferations-Assay erkennen lassen und erganzend Uber Zytokinprofile
charakterisieren lassen. Die Messung der Proliferationsreaktion erfolgte Uber
Beurteilung von inkorporiertem radioaktiv markiertem Thymidin. Freigesetztes |IFN-y,
TNF-a, IL-5, IL-17A und IL-8 wurden im ,CBA" durchflusszytometrisch bestimmt. Als
Besonderheit zeigte sich schon uUber die ECT-Daten, dass groftenteils Pd- und
Nickel-(Ni-)Reaktionen parallel auftreten, d. h. dass diese Konstellation erganzend
beurteilt werden sollte.

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen ECT-Ergebnis und gemessenen LTT-
Reaktionen, so liel sich ein optimaler, zwischen Allergikern und Nicht-Allergikern
differenzierender Stimulationsbereich feststellen. Bei Einsatz der ermittelten
optimalen Stimulationskonzentrationen von NTSA konnte ein signifikant erhohter S| >
3 nur bei Blutproben von Patienten gemessen werden, bei denen auch der ECT
positiv auf NTSA war. Bei NTSA-ECT-negativen Patienten ergab sich keine erhohte
Proliferation.

Bei den Untersuchungen zu Pd wurde der Besonderheit einer moglichen
Kreuzreaktion mit Ni Rechnung getragen. Bei Stimulation mit PdCl, konnte im
ermittelten optimalen Stimulationsbereich eine positive Proliferationsreaktion im LTT
(SI > 3) nur bei Patienten gezeigt werden, die im ECT isoliert auf PdCl, positiv
reagierten. Waren die Patienten im ECT gegen PdCl; und NiSO4 negativ oder auf
beide Substanzen positiv, zeigte sich keine erhohte Proliferation im LTT.
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Bei zusatzlicher Stimulation mit NiSO4 zeigte sich ein S| > 3 nur bei Patienten, die im
ECT gegen NiSO, (und ggf. PdCl,) positiv waren. Dies untermauert die oft postulierte

Kreuzrektion bei im Vordergrund stehender Ni-Sensibilisierung.

Als Zytokinproduktion bei NTSA-stimulierten Zellkulturen ergab sich eine signifikante
IL-5-Freisetzung nur bei NTSA-ECT-positiven Patienten wie auch IFN-y- und TNF-a-
Freisetzung ebenfalls nur bei NTSA-ECT-positiven Patienten. Eine IL-8-Freisetzung
zeigte sich bei NTSA-ECT-negativen Patienten. Somit liel3 sich Uber die Freisetzung
von |L-5 (TH2-Muster) wie auch uber IFN-y und TNF-a (beides TH1-Zytokine) ein
spezifisches Muster in unseren NTSA-Versuchen bei entsprechender NTSA-Allergie
ablesen. Die IL-8-Produktion bei NTSA-Stimulation in vitro grenzte zusatzlich
Blutproben nicht-allergischer Blutspender ab.

Die Zytokinproduktion bei PdCl,-stimulierten Zellkulturen ergab eine IL-5-Freisetzung
bei Patienten mit doppelt positivem ECT gegen Pd und Ni; nur gering bei positivem
ECT gegen PdCI; alleine und nicht bei insgesamt negativem ECT. IFN-y Freisetzung
ergab sich nur sehr gering bei Patienten mit doppelt positivem ECT gegen Pd und Ni;
TNF-a Freisetzung konnte nur bei den drei isoliert Pd-ECT-positiven (also zeitgleich
Ni-negativen) Patienten gemessen werden; IL-8-Freisetzung wie auch IL-17A-
Freisetzung trugen nicht zur Unterscheidung von ECT Pd/Ni positiv oder negativ bei.
Eine mdgliche Erklarung liefert die Zytokinproduktion bei NiSOs-stimulierten
Zellkulturen. Diese ergab eine hohe, signifikante IL-5-Freisetzung bei Patienten mit
doppelt positivem ECT gegen Pd und Ni, nicht aber bei isoliert Pd-ECT-positiven

oder insgesamt ECT- negativen Patienten.

Bei den Pd- und Ni-Ansatzen zeigten sich also jeweils nur eine deutliche IL-5-
Freisetzung, wenn der ECT sowohl gegen Pd als auch Ni positiv ist — bei isolierter
Pd-Allergie deutlich geringer und auch nur, wenn mit PdCl, stimuliert wurde. Das
deutet auf eine Kreuzreaktion der beiden Metalle hin (d. h. Pd reagiert im Hauttest
bei Ni-Allergie oft mit), sowie auf Ni als Haupt-IL-5-Induktor — zumal im LTT-
Proliferationsversuch die isoliert Pd-ECT-positiven Blutspender nur auf PdCl,-, nicht

auf Ni-Stimulation reagierten.

Bei Verdacht auf Metallunvertraglichkeit kann also die Komponente
Allergie/Sensibilisierung nicht nur Uber den ,Goldstandard® ,positiver ECT, sondern
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auch erganzend Uber eine erhohte LTT-Proliferationsreaktion und Uber
Entzindungszytokinprofile in vitro beurteilt werden. Die vorgelegte Arbeit zeigt
anhand der Etablierung eines Au- sowie Pd-LTT auf den potentiellen Nutzen einer
Kombination mehrerer diagnostischer Methoden. Der hier erarbeitete Au- sowie Pd-
LTT und die hier erhaltenen Ergebnisse bieten auch die Grundlage, den Zusatz-
Nutzen der In-vitro-Diagnostik in weiterflhrenden Experimenten an groRen

Fallzahlen evaluieren zu konnen.
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8. Abkurzungsverzeichnis

AA Allergisches Asthma bronchiale

AB Asthma bronchiale

AD Atopische Dermatitis

AE Atopisches Ekzem

AR Allergische Rhinokonjunktivitis

Au Gold

CBA cytometric bead assay

Co Cobalt

Cr Chrom

Cu Kupfer

Cpm counts per minute

CFSE Carboxy fluorescein succinimidyl ester
DKG Deutsche Kontaktallergiegruppe

ECT Epikutantest

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FACS Fluorescence-activated cell sorting
IFN 'y Interferon gamma

IL Interleukin

IVDK Informationsverbund Dermatologischer Kliniken
LW Leerwert unstimulierter Kulturen

LTT Lymohozytentransformationstest

MELISA memory lymphocyte immunostimulation assay

MSH Mundschleimhaut

Ni Nickel

NiSO4 Nickelsulfat

NTSA Natriumthiosulfataurat
PBMC peripheral blood mononuclear cells
Pd Palladium

PdCl, Palladiumchlorid

PHA Phytohamagglutenin

PMA Phorbolmyrestatacetat
RCA Rhinoconjunctivitis allergica
Sl Stimulationsindex
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TH T-Helferzelle

TNF a Tumornekrosefaktor alpha

TT Tetanus Toxoid

*H-Thymidin (*H=Tritium) Tritium-(radioaktiv) markiertes Thymidin
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