Diagnostik der

Titanunvertraglichkeit

Titan hat im Vergleich zu anderen Metallen eine geringere allergene Potenz. Das heif3t allerdings
nicht, dass es fiir jeden vertraglich und somit biokompatibel ist. Die zahlreichen Berichte von
Orthopdden und auch Zahnmedizinern im Rahmen der Implantation zeigen zweifelsfrei, dass Titan
lokale oder systemische Entziindungserscheinungen provozieren und fordern kann. Die Kenntnis
der immunologisch zugrunde liegenden Prozesse der Titanunvertraglichkeit ermoglichten die
Etablierung von Testverfahren speziell fiir diese Fragestellung und erlauben eine umfassende
diagnostische Abkldarung von individuellen Titanunvertraglichkeiten vor dessen Einsatz und bei
bestehendem Verdacht auf proentziindliche Zusammenhdnge.

Einleitung

Titan zeichnet sich durch ein hervorragendes Korrosionsverhalten
aus und hat eine im Vergleich zu anderen Metallen sehr
geringe allergene Potenz. Daher spielen echte zelluldre Typ
IV-Sensibilisierungen bei der Titanunvertraglichkeit nur eine
untergeordnete Rolle. Wenn zelluldr vermittelte Reaktionen
auftreten, sind sogar haufiger im Titan-Implantat enthaltene
Verunreinigungen wie Nickel, Vanadium oder Aluminium bzw.
die in Suprakonstruktionen enthaltenen Legierungsmetalle
.verantwortlich. Die klassische Titanunvertraglichkeit ist nach
heutigem Kenntnisstand vielmehr die Folge einer gesteiger-
ten Entzindungsantwort auf die als Abrieb freiwerdenden
Titanpartikel. Nach Kontakt mit Titanpartikeln setzen Gewebe-
makrophagen im Rahmen der Entzliindungsreaktion proentziind-
liche Zytokine frei. Das Ausmafl der Freisetzung proentziindlicher
Zytokine ist durch Polymorphismen in den Genen dieser Zytokine
determiniert und variiert somit individuell (1, 2).

In Kenntnis dieser immunologischen Vorgdnge stehen derzeit
folgende diagnostische Verfahren im Rahmen der Abkldrung
der Titanunvertraglichkeit zur Verfigung: Messung der
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Zytokinantwort nach Titankontakt im Titanstimulationstest,
Ermittlung der individuellen genetischen Entziindungsneigung
der Gewebemakrophagen und LTT-Testung auf die im Titan-
Implantat oder in Suprakonstruktionen enthaltenen Metalle.
Die einzelnen diagnostischen Testverfahren werden im folgen-
den vorgestellt und hierarchisiert in ihrer Bedeutung fur die
Abklarung einer Titanunvertraglichkeit.

Der Titanstimulationstest
erfasst die Zytokinantwort nach
Kontakt mit Titanoxidpartikeln

Die haufigste Ursache der ,individuellen Titanunvertrdglichkeit”
ist die {berschiefende proinflammatorische Reaktivitdt von
Gewebemakrophagen und Gingiva-Osteoklasten nach Kontakt
mit Titanpartikeln. Die durch metallischen Abrieb an der Ober-
flache implantierter Titanmaterialien freiwerdenden Titanoxid-
partikel erreichen eine GréBezwischen 1 und 15 pm, was vergleich-
bar zu Bakterien ist. Sie werden durch die Gewebemakrophagen
phagozytiert und stellen flir diese einen Aktivierungsreiz dar. Die
durch Aufnahme der Titanoxidpartikel aktivierten Makrophagen
setzen pro-entzlindliche Alarmzytokine frei, im wesentlichen
TNFo und Interleukin-1. Die Menge dieser in die Umgebung
abgegebenen Zytokine ist Ausschlag gebend fiir das Ausmaf}
der sich am Implantat entwickelnden Entziindungsreaktion. Die
wichtigsten proentziindlichen Effekte von ILT und TNFa sind: die
Stimulation und Rekrutierung anderer Immunzellen wie T-Zellen,
B-Zellen und Makrophagen, Aktivierung des GefidBendothels,
Induktion der Akute-Phase-Reaktion in der Leber (systemische
Entziindung), zentralnervése Induktion von Fieber, Anorexie
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Abb. 1: Durchfithrung des Titanstimulationstests

und Somnolenz, Stimulation der Glukokortikoidsynthese und
Osteoklastenaktivierung  (gesteigerte Knochenresorption)
(3, 4). Somit sind die beiden Zytokine TNFa. und IL1 die
Schliisselmediatoren der lokalen aber auch der systemischen
Entziindungsantwort.

Der Titan-Stimulationstest wurde fur diese Fragestellung ent-
wickelt und validiert (5). Bei diesem Vollblutstimulationstest
wird untersucht, ob die Monozyten/Makrophagen des Patienten
nach Kontakt mit Titanpartikeln mit einer gesteigerten Entzin-
dungsantwort reagieren (Abb. 1). Dazu werden die im Vollblut
sunichst durch differenzierungsférdernde Zytokine (u.a. INFer)
ausdifferenzierten Makrophagen fiir 2 Stunden mit standardi-
sierten Titanpartikeln stimuliert. Im AnschluB werden die Zyto-
kine TNFo. und IL1 im Zellkulturiiberstand gemessen. Die erhoh-
ten Freisetzung von TNFa und/oder IL1 kennzeichnet eine gestei-
gerte inflammatorische und proentziindliche Reaktion (Entziin-
dungsanwort) auf Titanpartikel.

Bei Patienten mit positiven Befunden im Titan-Stimulationstest ist
eine verzogerte oder gestorte Einheilung von Titanimplantaten
dadurch zu erkiiren, dass die Makrophagen im Implantations-
gebiet auf frei werdende Titanpartikel hyperaktiv reagieren und
primar eine lokale, spéter auch eine systemische Entziindung
induzieren.

Genetisch bedingte High-Responder
sind Risikopatienten bei Titan-Implantationen

Die individuelle Entziindungsneigung eines Patienten ergibt
sich aus der genetisch bedingten Kapazitat der Makrophagen
zur Sekretion der proentziindlichen Initiatorzytokine TNFo, IL1
und des gegenregulierenden Antagonisten ILTRA. Mit welcher
Intensitit die Zytokine nach Makrophagenaktivierung ausge-
schiittet werden, wird individuell bei jedem Patienten durch
Polymorphismen, d. h. Varianten in den Genen dieser Zytokine
bestimmt, Manche Patienten neigen aufgrund der individuel-
len genetischen Entziindungskapazitat der Makrophagen zu
einer Uberentziindung bei Reizkontakt. Grundsatzlich kénnen
Variationen (sogenannte Polymorphismen) eines Gens potentiell
zu einer verinderten Transkription (Ablesen) des Gens und somit
sur individuell unterschiedlich starken Translation (Sekretion) des
kodierten Proteins fithren. Fiir das auf Chromosom 2 liegende IL1-
Gen sind 2 Polymorphismen eng mit der Produktion von IL1 asso-
ziiert (Abb 3). Ein Polymorphismus liegt in der regulatorischen
Promoterregion des IL10-Gens an der Position -889, der zweite
liegt im IL1B-Gen an der Position 3953. Beide Polymorphismen
fiihren bei Vorhandensein zu einer verstarkten Synthese von
IL1e bzw. IL1B (1). Fur das ebenfalls im Interleukin-1-Genkluster
liegende ILTRA-Gen ist dagegen ein Polymorphismus an der
Position +2018 mit einer verminderten IL1RA-Synthese verbun-
den (6). Fir die Sekretion von TNFo. ist in zahlreichen Studien
belegt, dass ein Polymorphismus an der Position -308 in der

Stimulation der Patientenblutzellen mit Titanoxidpartikeln.

Patient Tagebuch-Nr. Geburtsdatum Institut fiir Medizinische Diagnostik Berlin
Nicolaistrafie 22, 12247 Berlin
2534877 Tel. (030) 77001-220, Fax. (030) 77001-236
Eingang 16.04.08| Ausgang 17.04.08
Normalwert

Titan-Stimulationstest

TNF-alpha nach Titanstimulation pg/ml <20

IL1-beta nach Titanstimulation 1 pg/ml <15

Befund: Nachweis einer deutlichen Induktion der Entziindungszytokine TNF-alpha und auch IL1-beta nach

Dieser Befund spricht fiir eine individuell erhohte Entziindungsantwort des Patienten auf Titan.

Abb. 2: Musterbefund Titanstimulationstest

Die Testung erfolgte praventiv, d.h.im Vorfeld einer geplanten Implantation. Eine Pradisposition fiir eine gesteigerte Entziindung im Falle des Kontaktes mit Titanoxidpartikeln wurde

eindeutig nachgewiesen.
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Abb 3: Das menschliche IL1-Genkluster liegt auf dem Chromosom 6 und enthilt die
Gene fir die Zytokine IL1e, IL1[3 und ILTRA. Polymorphismen in diesen Genen determi-
nieren, in welcher Menge das in der DNA kodierte Zytokin bei Bedarf abgelesen, d.h. in
das entsprechende Protein umgeschrieben wird.

Promoterregion des Gens auf Chromosom 6 zu einer vermehrten
Freisetzung von TNFo. fiihrt (1, 7, 8). Da die Polymorphismen fiir
die proentziindlichen Zytokine IL1¢, IL1p und TNFw eine ver-
mehrte Synthese bewirken, kommt es bei deren Vorhandensein
zu einer verstarkten Wirkung an der Zielzelle (z.B. Osteoklast)
und somit zur deutlicheren Entziindungsantwort. Liegt zeitgleich
der Polymorphismus im antientziindlichen IL1RA-Gen vor, wird

dieser vermindert freigesetzt, d.h. unglinstigerweise fehlt dann
zusatzlich die Entziindungshemmung.

Mit einem molekularbiologischen Test ist eine Graduierung der
Entzlindungsneigung von Normal-Respondern (Grad 0) bis hin
zu den Uberentziindlich reagierenden High-Respondern méglich
(Grad 3 und 4). Aus der DNA des Patienten, gewonnen entweder
aus Zellen einer Mundschleimhautprobe oder aus Blutzellen,
werden mittels PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) hochspezi-
fisch die die funktionell relevanten Polymorphismen enthalten-
den Genabschnitte amplifiziert (vermehrt). Im Anschlu werden
die Amplifikate entweder liber eine DNA-Sequenzierung (hoch-
auflésende Kapillarelektrophorese) oder tiber die Hybridisierung
mit spezifischen DNA-Gensonden genotypisiert. Anhand der
individuell vorhandenen Anzahl der IL1a-, IL1B3-, ILTRA- und
TNFo-Polymorphismen ergibt sich, in welchem Verhiltnis die
Zytokine nach Makrophagenaktivierung synthetisiert werden
und es ldsst sich ein Grad der Entziindungsneigung des Patienten
von Grad 0 bis Grad 4 bestimmen.

Der Fakt, dass Titanoxidpartikel, wie bereits erwahnt, einen signi-
fikanten Aktivierungsreiz fiir Makrophagen darstellen, erklart,
dass die genetisch bedingte individuelle Entziindungsneigung
eines Patienten nachweislich einen unabhangigen Risikofaktor
flr die primdre oder sekundare aseptische Implantitis nach
Einbringung von Titanmaterialien darstellt. ILT und auch TNFo.
haben stimulierende Effekte auf Osteoklasten (vermehrter
Knochenabbau) und hemmende Wirkung auf Osteoblasten
(gehemmter Knochenaufbau). Somit wird nach Kontakt zu

Patient Tagebuch-Nr.  |Geburtsdatum
Eingang 05.04.008 Ausgang 08.04.08

Genetische Entziindunsgneigung

Zytokinpolymorphismen GRAD 4

IL10 -889 CT

IL1R +3953 CT

IL1RN +2018 TC

TNFC -308 AA

Die nachgewiesene Genotypkonstellation geht einher mit einer erhéhten Produktion der entziindungsférdernden Zytokine
TNFo und IL1 bei gleichzeitiger Erniedrigung des entziindungshemmenden IL1-Rezeptorantagonisten.
Dies pradisponiert bei vorhandendem Entziindungsreiz fiir eine sehr stark erhéhte Entziindungsaktivitit (GRAD 4).

GRAD 4

abziehbarer Aufkleber
fiir die Patientenakte

Abb. 4: Musterbefund Genetische Entziindungsneigung

Nachweis einer High-Responder Grad 4-Kaonstellation. Ein genetischer Entziindungsgrad 3 oder 4 stelit einen unabhdngigen Risikofaktor fir die primare oder sekundére aseptische

Implantitis nach Einbringung von Titanmaterial dar.
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Titanpartikeln bei High-Respondern, da sie vermehrt IL1 aus-
schiitten, das Gleichgewicht zwischen Knochenabbau und -auf-
bau zu Gunsten der destruktiven Vorgange verschoben, was die
knocherne Integration verzogert. In einer Studie hatten bis zu
50 9% der IL1-Risikoallel-Trager Implantatkomplikationen, wobei
der Attachmentverlust im Recall bis zu 3fach hoher war (9). Auch
in der Studie von McGuire et. al war die Wahrscheinlichkeit,
wahrend der Erhaltungsphase weitere Zahne zu verlieren, bei
Vorliegen des Risiko-Genotyps um das 2,7fache erhoht (10).
In zahlreichen weiteren Untersuchungen und Studien wurde
gezeigt,dassdas Auftreten der High-Responder-Genkonstellation
mit der einhergehenden vermehrten Synthese entziindungsfor-
dernder Mediatoren mit einem erhohten Risiko ftr parodontale
Erkrankungen assoziiertist (11,12, 13).

Die Kenntnis des Entziindungsgrades ist daher ein wertvol-
les Instrument fiir die Prognoseeinschatzung vor Titanimplanta-
tionen.

Untersuchungen haben gezeigt, dass der Titan-Stimulationstest
eine enge Korrelation zur genetisch bedingten Entziindungs-
neigung zeigt. So haben Patienten mit Entziindungsgrad 3 und
4 (High-Responder) in ca. 90 % der Félle einen positiven Titan-
Stimulationstest und sind per se als Risikopatienten anzusehen.
Ein Entziindungsgrad 0 oder 1 geht dagegen nur selten mit einem
positivenTitan-Stimulationstest einher. Der enge Zusammenhang

bestitigt, dass diese beiden Schliisselzytokine TNFo. und IL1
kausal an der Titan-induzierten Entziindungsreaktion und dem
Verhiltnis zwischen Knochenauf- und abbau beteiligt sind. Ein
Grad-3 oder Grad-4-Ergebnis stellt allerdings im Unterschied zur
Allergie keine absolute Kontraindikation fir die Einbringung von
Titan dar, es sollten aber Alternativen erwogen sowie Recall- und
Prophylaxeintervalle enger gesetzt werden.

Die Tatsache, dass aus unseren bisherigen Erfahrungen
lediglich eine ca. 90 %ige Ubereinstimmung zwischen Titan-
Stimulationstest und dem Entzindungsgrad besteht, macht
deutlich, dass zusatzlich weitere bisher unbekannte Faktoren
kausal von Bedeutung sind. Diskutiert werden hier ahnliche
Polymorphismen an den Zytokinrezeptoren auf Osteoklasten
oder die Regulationen der Zytokinexpression auf der Ebene der
mRNA und Proteinsysthese. Fiir TNFo. ist bekannt, dass neben
der Regulation der Synthese auf transkriptioneller Ebene (z.B.
durch Polymorphismen) die freigesetzten Mengen an TNFo auch
auf Ebene der Translation und des Proteinprocessings gesteuert
bzw. kontrolliert werden (14, 15). So wird TNFo. wahrend der
Biosynthese als 26 kD-Protein auf der Zelloberflache exprimiert
und dann durch enzymatische Abspaltung erst in seine |osliche
bioaktive 17 kD-Form umgewandelt. Diese Abspaltung erfolgt
u.a. durch Matrix-Metalloproteinasen (z.B. TACE, Adamolysin etc)
(16, 17). Somit hat deren Restriktionsaktivitat Einfluss auf die

Patient
. - 2590184
Eingang 12.12.08 | Ausgang  20.12.08 |
umersuchungmnateraau:Lymphozytentransformationstest |
Sl
Chrom 1.3
Gold 1.5
Palladium 1,0
Nickel
Kaobalt
Gallium 1.1
Silber 1,1
Leerwert (Negativkontrolle) 1047 | Normalwert < 3000 cpm

14559|cpm 13,9
37362|cpm 357

Antigenkontrolle
Mitogenkontrolle (PWM)

Befund:

| Tagebuch-Nr. |Geburtsdatum [

Ergebnisse von >3 bei der Antigenkontrolle (Tetanus/CMV/Influenza) und > 8 bei der Mitogenkontrolie PWM sichern die Auswertbarkeit der Untersuchung.

Im LTT Nachweis einer zelluldren Sensibilisierung im Sinne einer Typ V- Immunreaktion gegentber Kobalt und Nickﬂ

- s — - — = —

mplantatmetalle (Heparinbiut)

sl
Vanadium 1,2
Titan 1,0
Molybdan 1,0
Indium 1,5
Aluminium 1.2
Platin 1,0
Iridium 1,0

Abb. 5: LTT-Befund Implantatmetalle

\TT-Befund einer 56-jahrigen Frau vor geplantem Hiiftkopf-Ersatz. Der Befund ist in sofern wichtig, als das hier keine Kobalt- oder Nickel-haltige Legierung verwendet werden darf.

Bei einem Titanimplantat muss sichergestellt sein, dass dieses Nickel-frei ist.
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Menge an sezerniertem TNFco. Das kann bedeuten, dass in
einigen Féllen trotz genetisch bedingter gesteigerter Synthese
an TNFo-Vorlauferprotein durch z.B. verminderte Aktivitdt der
Metalloproteinasen dennoch normale TNFo-Spiegel an der
Zielzelle wirken.

Im Vorfeld von Implantationen sollte daher neben dem Titan-
Stimulationstestimmerauchdiegenetischbedingte Entziindungs-
neigung bestimmt werden. Zudem wird die Genetik nicht
beeinflusst von aktuellen antientziindlichen oder immunsuppres-
siven Therapien oder von maglichen systemischen Entziindungs-
zustanden. Vor allem aber kann die Bestimmung des genetisch
bedingten Entziindungsgrades zur Abklirung grenzwertiger
Titan-Stimulationsteste herangezogen werden,

Was bedeutet ein positives Ergebnis
im Titan-Stimulationstest oder
ein Entziindungsgrad 3 oder 4 ?

Ein auffélliges Ergebnis in einer der beiden Untersuchungen
kennzeichnet das Vorliegen einer Pradisposition fiir eine asep-
tische Implantitis, welche mit einem primédren oder sekundi-
ren Implantatverlust verbunden sein kann. Es ist nicht gleich-
zusetzen mit einer Allergie, bei der das betroffene Allergen
grundsatzlich zu meiden wére. Einige Autoren gehen davon
aus, dass bei einem positiven Titan-Stimulationstest die Gefahr
eines Implantatverlustes ungefahr dem Risiko eines starken
Rauchers entspricht. Ein positiver Titan-Stimulationstest stellt
also fiir sich allein noch keine absolute Kontraindikation fiir ein
Titanimplantat dar. Es sollten aber in diesem Fall Alternativen kri-
tisch gepriift und prophylaktische MaBnahmen intensiviert wer-
den: Einbringung schonend, keine Sofortimplantation, keine zeit-
gleichen Mehrfachimplantationen, vorherige Herdsanierung, anti-
entziindliche MaBnahmen, Raucherentwdhnung, bis 3 Wochen
nach Implantation, Vermeidung jeglicher Immunstimulation.

Sollte zusatzlich der LTT im Vorfeld
einer Implantation oder bei Verdacht auf
Titanunvertraglichkeit durchgefiihrt werden?

Typ IV-Sensibilisierungen auf Titan sind ausgesprochen selten. Die
Ursache ist, dass ionisches Titan im mittleren pH-Bereich unmit-
telbar nach Freisetzung oxidiert wird. Die oxidierten Titanpartikel
sind im Gegensatz zu anderen Metallionen nicht mehr in der
Lage, Metall-Protein-Komplexe zu bilden. Definitionsgemis liegt
eine Typ IV-Sensibilisierung auf ein Metallion dann vor, wenn der
Organismus gegen einen Metall-Protein-Komplex (ein sogenann-
tes Hapten) spezifische T-Lymphozyten bildet. Da oxidiertes Titan
nicht lber Modifikation von Proteinen zum Allergen werden
kann, sind echte zelluldre Typ-IV-Sensibilisierungen auf Titan eher
unwahrscheinlich. Daher steht der LTT auf Titan in seiner Bedeu-
tung eindeutig hinter den beiden vorgenannten Untersuchun-
gen zurlick. Allerdings sind in Einzelféllen Titansensibilisierungen
beschrieben, weshalb vor allem bei praventiven Untersuchungen
die parallele LTT-Testung erwogen werden sollte. Im Hinblick auf
Typ IV-Sensibilisierungen sind allerdings verunreinigende Metalle
mit Sicherheit von Relevanz. In einigen Titanimplantaten sind
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Spuren an Nickel, Vanadium oder Aluminium enthalten. Zuséatzlich
sollte man auch an Legierungsmetalle der Suprakonstruktionen
oder an die Befestigungszemente denken. Bei letzteren sind
insbesondere die acrylathaltigen Zemente bedeutsam, welche
nativ im LTT getestet werden kénnen (vorbereitete ausgehirtete
Zementprobe mit einsenden).
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