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1. Einleitung

1. 1. Historie der Silikonbrustimplantate

Die erste dokumentierte Operation zum Ersatz von weiblichem Brustgewebe fand
1895 statt. Der Heidelberger Chirurg Czerny rekonstruierte, nach Exstirpation eines
Knotens aus der Brust, einer Patientin den entstandenen Defekt mit Hilfe eines
Lipoms aus dem Glutealbereich. 1917 flllte der amerikanische Chirurg Barett nach
einer subkutanen Mastektomie den Defekt mit autologem Fettgewebe aus dem
Bereich des Bauches und des Gesales auf. Neben korpereigenem Gewebe
wurden auch korperfremde Substanzen, wie beispielsweise Paraffin, verwendet.
Paraffininjektionen verursachten jedoch schwere Komplikationen. Die Suche nach
einem moglichst inerten Material fuhrte im Jahre 1930 zu Experimenten mit
Glaskugeln, die aber auf Grund des Gewichtes, der Harte, sowie der mechanischen
Belastung der Brust unbefriedigende Ergebnisse lieferten [Goscin et al 2001]. Nach
den Fehlschlagen mit korperfremden Substanzen richtete sich in den 50er Jahren
das Interesse wieder auf korpereigenes Gewebe zum Volumenersatz. Diese
Techniken waren jedoch sehr aufwandig und wenig erfolgreich, sodass bei vielen
Patientinnen weiterhin Paraffin- und spater Silikondl injiziert wurde. Auf Grund der
Versuche von Grindlay und Clagett (1949), sowie von Grindlay und Waugh (1951),
uber Polyvinylschaum-Implantate bei Hunden, ruckte dieses Material in den Fokus
der Aufmerksamkeit [Converse Plastic Surgery 1977]. Die Polyvinylmaterialien
fuhrten zu geringen Fremdkorperreaktionen und waren nicht toxisch, hatten aber
die Tendenz zu verharten und zu schrumpfen. 1963 wurde ein Implantat entwickelt,
bestehend aus Polysiloxanschaum (=Silikonschaum) mit einer Hulle aus Teflon,

dieses sollte ein ,Fibrosieren“ verhindern.



Die Silikonschaumimplantate wurden schnell durch Silikonhullenimplantate ersetzt,
welche mit den verschiedensten Materialien gefullt wurden, wie zum Beispiel
Silikongel, Kochsalz, Dextran oder Polyvinylpyrrolidon (PVP). Den Anstol} fur diese
erste Generation der heutigen Brustimplantate gaben 1964 Cronin und Gerow mit
der sogenannten ,Cronin-Prothese® [Strombeck et al 1986; McCarthy et al 1990;
Beisang et al 1991]. Die Implantate der ersten Generation waren stabil mit kraftiger
Hulle und festem Gelinhalt. Auf Grund der hohen Kontrakturrate und damit
scheinbarer Verhartung der Implantate entwickelte man ab Ende der 70er Jahre die
Implantate der zweiten Generation [Peters 2000]. Diese hatten eine dunnere
Silikonhulle und eine relativ flissige Gelfullung. Sie fuhlten sich im Vergleich zur
ersten Generation weicher und naturlicher an. Durch die veranderte Silikonhulle
buRten die Implantate jedoch enorm an Widerstandsfahigkeit ein und es kam
vielfach zu Hullenrissen [Feng et al 1999]. Mit einer doppelten Hulle der Implantate
versuchte man das Risiko von austretendem Silikongel in das umgebende Gewebe
einzudammen. Das eigentliche Problem der Kapselfibrose, welches auch heute
noch die haufigste Komplikation darstellt, wurde mit der Entwicklung der zweiten
Implantatgeneration nicht behoben. Denn nicht die Implantate der ersten
Generation fuhlten sich hart und unnatirlich an, sondern die unerwinschte
Kontraktur der bindegwebigen Kapsel um die Prothesen [Peters 2000]. Somit war
die Entwicklung zur zweiten Generation eher ein Ruckschritt. Die dritte Generation
von Brustimplantaten wurde Ende der 80er Jahre entwickelt. Diese hatten starkere
Hullen mit texturierten Oberflachen, die je nach Fabrikation unterschiedlich
ausfielen konnten. Die raue Oberflache sollte die Integration in das Gewebe
verbessern und somit die Gefahr einer Kapselkontraktur minimieren. Die aktuelle,
vierte Generation der Silikonimplantate ist mit einem kohesiven bis hoch-kohesiven

Gel gefullt.



Nicht nur die Materialien der Silikonhullenimplantate waren seit ihrer Entstehung
einigen  Entwicklungen unterworfen, es erweiterte sich ebenso das
Indikationspektrum: Vor 1975 wurde hauptsachlich zum Zwecke der kosmetischen
Augmentation implantiert, die rekonstruktive Chirurgie nach abladierenden
Operationen fand erst in den darauffolgenden Jahren betrachtlichen Zuwachs [Cook
et al 1995]. In den USA nahm die Neuimplantationsrate bei Frauen im Alter von
uber 15 Jahren von 3,5 pro 100.000 (1964) auf 95 pro 100.000 (1979) stetig zu und
bleibt seitdem stabil. Nach den Ergebnissen einer Reprasentativumfrage im Jahre
1989 gab es zu diesem Zeitpunkt ca. 815.700 Silikonimplantattragerinnen in den

USA [Gabriel et al 1995].

1. 1.1. Silikon

Silikon, chemisch genauer Poly(organo)siloxan, ist eine Bezeichnung fur eine
Gruppe synthetischer Polymere, bei denen Siliziumatome uber Sauerstoffatome
verknupft sind. Der Begriff ,Silikone® wurde Anfang des 20. Jahrhunderts von dem
englischen Chemiker Frederic Stanley Kipping (1863—-1949) eingefuhrt und leitet
sich vom englischen silicon ketone ab.

Einfache, lineare Silikone sind nach dem Schema (R:SiO), aufgebaut. R,SiO
entspricht der allgemeinen Formel fur Ketone: R,C=0, da die Si-O-Doppelbindung
jedoch im chemischen Sinne nicht stabil ist, ist diese Ableitung rein formal.

Silikone bestehen aus einzelnen Siloxaneinheiten, dabei sind Siliziumatome, die
durch das Ausbilden von Bindungen zu Sauerstoffatomen ihr Oktett
(Elektronenschale) nicht erreichen, mit organischen Resten abgesattigt.

Die Zusammensetzung der Siloxaneinheiten ergibt sich unter Berucksichtigung der

Tatsache, dass jedes Sauerstoffatom als Bruckenglied zwischen je zwei



Siliziumatomen liegt: R,SiOu-ny2 , d. h. eine Siloxaneinheit kann ein bis vier weitere
Substituenten aufweisen, je nach Anzahl der frei gebliebenen Valenzen am
Sauerstoff [Lykissa et al 1997; Flassbeck et al 2001].

Auf Grund ihres typisch anorganischen Gerlstes einerseits und der organischen
Reste andererseits, nehmen Silikone eine Zwischenstellung zwischen den Silikaten
und organischen Polymeren ein. Sie sind in gewisser Weise Hybride und zeigen ein
einzigartiges Eigenschaftsspektrum, das kein anderer Kunststoff aufweisen kann.
Eines der bekanntesten Beispiele eines solchen Stoffes ist das Polydimethylsiloxan
(siehe Abb. 1), besser gelaufig unter seiner Abkurzung PDMS. Dies ist ein

synthetisches Polymer mit sich wiederholenden (CH3)2-SiO-Einheiten.
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Abb. 1: Polydimethylsiloxan.

Friedel und Crafts waren 1963 die ersten Chemiker, die in der Lage waren Si-O-
Verbindungen zu synthetisieren. Diese Pionierarbeit ebnete den Weg fur die

Herstellung von Silikon-Polymeren.



Je nach Lange der Si-O-Kette und Anzahl der Quervernetzungen lasst sich

industriell genutztes Silikon in funf Klassen unterteilen:
* FlUssigkeiten
* Mischpraparate
* Gleitmittel
* Harze
e  Gummi [Le Vier et al 1995].

Das in der Medizin Uberlicherweise genutzte Silikon ist ein Polymer aus
Siloxaneinheiten, die mit Methylgruppen hoher Reinheit abgesattigt sind. Es
zeichnet sich besonders durch seine geringe Bioreaktivitat aus, gilt als biologisch
inert und toxikologisch unbedenklich. Auf Grund dessen findet die Materialgruppe
der Silikone seit Jahrzehnten ihren Einsatz in diversen medizinischen Bereichen.
Beispielsweise = werden  Silikonmaterialien  fur  wasserdampfsterilisierbare
Bluttransfusionsschlauche, Herzklappenventile, Katheter- und Schlauchsonden,
sowie die in dieser Arbeit behandelten Silikongelimplantate verwendet [Wick et al

1982].

1. 2. Verwendung von Silikonbrustimplantaten

Die Verwendung von Silikonimplantaten ist heutzutage ein etabliertes Verfahren zur
primaren und sekundaren Rekonstruktion nach abladierenden Operationen der
Brust oder =zur Therapie von Fehlbildung und Anlagestorungen. Das
Hauptindikationsgebiet bildet jedoch die kosmetische Augmentation bei

Mikromastien.



Bei der in Vollnarkose durchgefuhrten Operation wird nach erfolgtem Hautschnitt
das Brustdrisengewebe angehoben und eine Implantattasche gebildet, in die das
Brustimplantat eingelegt wird. Der transkutane Zugang, von dem postoperativ
moglichst wenig zu sehen sein sollte, kann in der Unterbrustfalte (inframammarer
Zugang (A)), um oder durch den Warzenhof (peri- oder transareolarer Zugang (B))

oder wahlweise in der Achselhdhle (transaxillarer Zugang (C)) erfolgen (Abb. 2).

Abb. 2: Moglichkeiten der chirurgischen Schnittfihrung [Pittet et al 2005].

Die anschlieRend praparierte Implantathohle befindet sich entweder zwischen der
Brustdrise und dem Muskel (subglandulare Implantation, siehe Abb. 3A), unterhalb
des Musculus pectoralis major (submuskulare Implantation, siehe Abb. 3B), oder
gegebenenfalls direkt unterhalb der Muskelfaszie (subfasziale Implantation). Das

Brustdrisengewebe selbst bleibt weitgehend unberuhrt.



Abb. 3: Graphik A zeigt die subglandulare Lage des Implantats, Graphik B, die der

submuskularen Lage [Pittet et al 2005].

1. 2.1. Implantatcharakteristika

Seit ihrer  Produkteinfuhrung wurden weit Uber 240 verschiedene
Silikongelimplantattypen allein in den USA entwickelt. Es gibt viele Hersteller und
unterschiedliche Ausfuhrungen der Brustimplantate, beispielsweise ein- bzw.
doppelkammerige, glatte oder texturierte Prothesen. Auch Implantate ohne Hulle
wurden produziert (Cavon Implantat und Aesthetech Implantat), sie wurden in den
USA zwischen 1979 und 1986 verwendet [Middleton et al 1998]. Der Aufbau eines
modernen Silikonimplantates setzt sich im Allgemeinen aus einer Auf3enhulle und
einem variablen Flllmaterial zusammen. Das Volumen der Implantate wird fur jede
Patientin nach individuellen Gesichtspunkten ausgewahlt und bewegt sich
normalerweise zwischen 70 und 250 ccm, bei Bedarf kann es auch erheblich groer
sein. Die Implantathulle besteht aus hochpolymeren Silikonelastomeren (Abb. 4), ist
einfach oder doppelt und ca. 200-300 pym dick. Bei der Oberflachenstruktur wird

zwischen glatten und texturierten Ausfuhrungen unterschieden, ebenso konnen sie
7



mit Polyurethanschaum beschichtet sein. Die Aufienhulle erfullt vor allem die
wichtige Funktion der Barriere fur die meist gelartige Fullung [Pfleiderer et al
1995a). Durch die stabile Umhullung der Prothesen wird die Gefahr eines Defekts
des Implantates durch aulere Einwirkung weitgehend reduziert, zudem wird durch
die Dbereits genannte Barrierefunktion das Risiko des Bleedings, das
Herausdiffundieren kleiner Mengen von Silikondl aus dem Gelinhalt, gering

gehalten.

Verknupfungspunkt

Silikat

— —~—— PDMS

Abb. 4: Schematischer Aufbau eines Silikonelastomers [Lane et al 1996].

Bei dem Fullmaterial handelt es sich meist um ein Silikongel (Abb.5), einem relativ
hochvernetzten Polydimethylsiloxan (PDMS). Die hierbei vorliegende Art der

Siloxankettenverbindung fuhrt zur Bildung eines dreidimensionalen Netzwerkes,

8



welches mit niedermolekularen Polydimethylsiloxanen (Silikondlen) aufgefullt ist
[Lane et al 1996]. Somit entsteht ein zahes, dickflissiges Material. Durch die
dreidimensionale, schwammahnliche Matrix bleibt das Gel sogar im Falle einer
Implantatruptur weitestgehend formstabil [Heden et al 2006]. Historisch gesehen,
wurden drei Typen von Silikongelen in Prothesen verwandt: das originale, feste Gel
zwischen 1964 und 1977, ein leicht verandertes Gel und das elastische Gel, ab
etwa 1975-1992 [Lane et al 1996]. Die heutigen Implantate sind mit kohesiven bis
hochkohesiven Gelen geflllt. Alternativ kdnnen die Implantate auch mit Kochsalz

geflllt sein, von dem friiher gebrauchten Soja-Ol wird mittlerweile abgesehen.

Verknupfungspunkt
PDMS

—————__ Vinylfunktionalisiertes PDMS

Abb. 5: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Silikongels [Lane et al 1996].



Bis heute haben die Silikonbrustimplantate eine lange Entwicklung mit zahlreichen
Anderungen und Verbesserungen hinter sich, mit dem Ziel, auch die durch die
Materialien verursachten Komplikationen so gering wie mdoglich zu halten. Im
Ergebnis kann Silikon als eines der am besten erforschten Biomaterialien Uberhaupt

angesehen werden.

1. 3. Komplikationen bei der Verwendung von Silikonimplantaten

Silikonbrustimplantate  werden, neben den Ublichen OP-Risiken, von
Komplikationen unterschiedlicher Genese begleitet. Jedoch konnten sie, dank der
ausgiebigen Forschungsarbeiten und den daraus resultierenden Innovationen der
letzten Jahrzehnte, minimiert und teilweise sogar weitestgehend eliminiert werden.
Eine bekannte Komplikation der Silikonimplantate ist das sogenannte ,Gelbluten®.
[Peters 2000]. Das Bleeding bezeichnet den Vorgang des Diffundierens von
Silikondl durch die gering permeable Membran, also die Silkonhulle, aus dem
Gelinhalt in Abhangigkeit verschiedener Faktoren wie Alter, Mischung des Gels und
Umgebungsbedingungen. Der groRere Anteil des ausgetretenen Silikondls wird von
Makrophagen aufgenommen und im Bindegewebe in unmittelbarer Implantatnéhe
festgehalten. Kleinere Mengen konnen in den umgebenden Lymphknoten der Axilla
nachgewiesen werden [Barker et al 1978; Hausner et al 1978; Ahn et al 1994]. Es
kann angenommen werden, dass kleinste Mengen dariber hinaus in das
Korpergewebe und die Organe, wie der Leber, gelangen [Pfleiderer et al 1995b].
Die Silikonfullung stand deshalb einige Zeit im Verdacht Autoimmunkrankheiten
oder Malignome zu verursachen [Friemann et al 1997]. 1979 wurden 4 Falle von
Sklerodermie nach kosmetischer Brustaugmentation beschrieben [Kruse et al

1999]. Im Jahre 1994 wurde auf Grund stark ahnelnder Krankheitsprofile in
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Fallberichten von uber 500 Patientinnen der Begriff der "Silikonose" eingefuhrt, um
die klinischen Symptome, die im Zusammenhang mit Implantation von
Silikonprothesen auftreten, zusammenzufassen [Mena et al 1995]. Nach Borenstein
tritt die Silikonose bei Patientinnen mit Silikonprothesen erst 9-10 Jahren nach der
Implantation auf [Borenstein 1994]. Sie kann mit systemischen Symptomen wie
Unwohlsein, Mudigkeit, Diarrhoe, Muskel- und Gelenkschmerzen, Schwache und
Fieber einhergehen [Nemecek et al 1993; Dowden 1994]. Eine Erhohung der
antinuklearen Antikorper und anderen Rheumafaktoren fanden sich bei 40 - 50 %
der Implantattragerinnen im Vergleich zu 5 - 6 % des Vergleichskollektivs [Hardin
1986; Mukerji et al 1993]. Aus diesem Grund wird die Silikonose als eine
Immunkrankheit beschrieben. Andere Krankheitssymptome umfassen
Schluckbeschwerden, neurologische Symptome, Gelenkddeme, Haut-
veranderungen, Atembeschwerden, trockene Schleimhaute und trockene Augen.
Die verschiedenen Symptome, die sich bei den Patientinnen auf3erten, hatten das
klinische Bild, wie es normalerweise auch bei Autoimmunerkrankungen, wie z. B.
bei systemischen Lupus Erythematodes (SLE), systemischer Sklerodermie, Arthritis
oder Sjogren Syndrom gefunden wird [Press et al 1992; Bridges 1994; Claman et al
1994; Vasey et al 1994]. Weitere Studien konnten zeigen, dass bei Frauen mit
Silikonimplantaten Antikorper gegen korpereigenes Kollagen produziert werden.
Bisher ist aber unklar, mit welcher Haufigkeit diese Antikorper in der normalen
Population auftreten. AuRerdem konnte bisher nicht nachgewiesen werden, dass
diese Antikorper CTDs (connective tissue diseases) oder andere Krankheiten
verursachen konnen [Wolf et al 1993; Teuber et al 1993; Rowley et al 1994]. Das
Auftreten von verschiedenen Antikorpern bei Frauen mit Implantaten hei3t somit
nicht, dass diese einem erhohten Risiko gegenuber der Entstehung von CTDs oder

anderen Krankheiten ausgesetzt sind [FDA, Breast Implants - an information
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update, 2002]. Eine weitere mogliche Komplikation bei Silikonbrustimplantaten ist
die Implantatruptur. Die Rupturrate ist abhangig von der Implantationszeit,
Implantatgeneration, Hersteller und Sitz des Implantates. Bei Silikonbrustprothesen
konnte ein Zusammenhang zwischen der Implantatliegedauer und der Anzahl der
Lecks oder der rupturierten Brustimplantate hergestellt werden. Sowohl altere als
auch neuere Studien zeigten einen Verlust der Integritat der Prothesen nach 8-14
Jahren Liegezeit [Robinson et al 1995]. Es ergab sich ein exponentieller Verlauf und
eine direkte Korrelation zwischen Implantatliegedauer und Versagerquote der Hulle
[Marotta et al 1999; Feng et al 1999]. Die Implantate der 2. Generation mit einer
dunneren Hulle wiesen besonders nach 15-19 Jahren Implantatliegedauer eine
hohe Rupturrate auf [Feng et al 1999]. Weiterhin entscheidend sind der Sitz des
Implantates und das Vorhandensein einer periimplantaren Kontraktur. Das Risiko
eines Hullenrisses ist bei bereits vorhandener Kontraktur und retroglandularem Sitz
des Implantates signifikant hoher, als bei retropektoralem Sitz und fehlender
Kontraktur [Feng et al 1999]. Seit der Einfuhrung von Silikonimplantaten in der
Mammachirurgie besteht jedoch die haufigste Langzeitkomplikation in der

Entwicklung einer Kapselfibrose.

1. 3.1. Atiologie der Kapselfribose bei Brustimplantaten

Die Atiologie der Fibrose ist bis heute unklar. Man vermutet eine multifaktorielle
Genese des Geschehens. In der Literatur findet man zahlreiche Studien Uber
modulierende Faktoren wie Fullungsmaterial, Sitz des Implantats, Oberflachen-
beschaffenheit, bakterielle Kontamination und Einfluss der Schwierigkeit des

operativen Eingriffs auf die Haufigkeit der Entstehung der Kapselfibrose.
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Um ein moglichst naturgetreues, postoperatives Ergebnis zu erhalten, wird die
Implantathéhle minimal groRer angelegt als das Implantat selbst. Die Wundheilung
bewirkt, dass sich eine Narbenhulle bildet, welche im Idealfall ihre urspringliche
GrolRe behalt. Diese entstandene Kapsel fixiert das Implantat und entspricht der
Konsistenz der Brust. Bei manchen Patientinnen kommt es durch eine
Uberschielfende  Bindegewebsreaktion zu starken  Schrumpfungen und
Verhartungen der Implantatkapsel, einer sogenannten Fibrose. In Abhangigkeit vom
Auspragungsgrad der Kapselfibrose koénnen bei den Patientinnen ein
Fremdkorpergefuhl, Druck- und Spannungsgefuhl, bis hin zu starken Schmerzen
auftreten. Die Kontraktur der Kapsel kann zu einer erheblichen Verformung der
weiblichen Brust fluhren, sodass eine operative Korrektur, im Sinne einer
Explantation oder eines Implantatwechsels, erforderlich wird. Die Inzidenzangaben
fur die Kapselkontraktur schwanken in der Literatur von 4% bis 74%. Henriksen et
al untersuchten 2277 Frauen nach asthetischer Brustaugmentation. Bei 561 von
insgesamt 4548 Implantaten kam es zu Komplikationen, bei 136 war ein sekundarer
chirurgischer Eingriff erforderlich. Die haufigste Indikation fur eine erneute
Operation war mit 52 Fallen die ungunstige Platzierung der Implantate mit
einhergehender Asymmetrie, gefolgt von der Kapselkontraktur mit 29 Fallen
[Henriksen et al 2005]. Der klinische Erfolg einer Augmentation der Brust mit
Silikonimplantaten ist unmittelbar von der zellularen Reaktion an der Grenzflache
abhangig, welche von dem Implantat und dem korpereigenem Gewebe gebildet
wird. Diese zellulare Antwort auf das Einbringen eines Fremdmaterials wird durch
eine grole Anzahl von Einzelfaktoren bestimmt. Lokale Reaktionen in der
Implantatioge und deren Einfluss auf die Extrazellularmatrix in Form einer
Aktivierung der Kollagensynthese scheinen der Schlissel zum ursachlichen

Verstandnis der Kapselfibrose zu sein. Unabhangig von den Prothesentypen (glatte
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oder texturierte Oberflache) kommt es zu einem gesetzmaligen Ablauf einer
chronisch proliferierenden Entzindungsreaktion, welche mit einer synovialen
Metaplasie beginnt und bei einer Verweildauer von langer als 2 Jahren in einem
hyalinen Narbenstadium endet [Siggelkow et al 2003]. Die Art des Implantattyps
spielt fur die Dauer dieser Reaktion eine entscheidende Bedeutung. Die anfanglich
verwendeten Brustimplantate mit einer glatten Oberflache wiesen eine hohe Rate
von Kapselkontrakturen auf [Benediktsson et al 2000]. Durch die Verwendung von
rauhen, texturierten Oberflachen kann die Kapselkontrakturrate scheinbar deutlich
minimiert werden [Hakelius et al 1997]. Die bei texturierten Implantaten auftretende
pseudopolypdse Faltelung des bindegewebigen Prothesenlagers, welche als eine
Art Negativabdruck aus dem Produkt des resorbierenden Granulationsgewebes zu
verstehen ist, stellt einen entscheidenden Faktor fur die Verankerung und die
Biobestandigkeit des Implantates dar. Obwohl die Entzindungsreaktion nach
Einbringen eines Fremdkorpers in situ einem gesetzmafigen Ablauf unterliegt, kann
die Fibroserate bei texturierten Prothesen vermutlich durch einen verzbgerten
Ubergang von der granulierenden Entziindungsreaktion in das zellarme
Narbenstadium gesenkt werden [Friemann et al 1997]. Die Untersuchung von
insgesamt 53 Patientinnen mit glatten und texturierten Silikonbrustimplantaten mit
subglandularer Position nach BrustvergroRerung =zeigte nach 12-monatiger
Liegedauer bei glatter Oberflache eine signifikant hohere Kapselkontrakturbildung
(58 %) im Vergleich zu texturierten Implantaten (8 %) [Coleman et al 1991; Tricot et
al 1996; Potter et al 1996]. Bis heute ist im Einzelfall aber nicht vorhersehbar,
welche Rolle individuelle Faktoren fur die Entstehung einer Kapselfibrose spielen.
Weiterhin bereitet die objektive Beurteilung des Fibrosegrades gewisse
Schwierigkeiten. Orientierung bietet die klinische Klassifikation nach Baker et al

(1981) (siehe Tab. 1), sowie die histologische Klassifikation nach Wilfingseder et al
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(1983) (siehe Tab. 1). Die Einteilung nach Wilfingseder et al unterteilt die klinischen
und morphologischen Veranderungen, die bei einer Kapselfibrose auftreten, in vier
Schweregrade. Beim Typ | liegt eine sehr dinne und nicht kontrakte Kapsel vor,
was den Idealzustand darstellt. Die Typ-ll- und Typ-lll-Kapselfibrosen
unterscheiden sich durch die Ab- oder Anwesenheit von Fremdkorperriesenzellen in
der mittleren und innersten, implantatnahen Schicht. Beim Typ IV liegt nach
Wilflingseder eine zellulare Entzindungsreaktion mit Fremdkorpergranulomen und

Neovaskularisation vor [Prantl et al 2007].

Grad | Baker Kriterien Wilfingseder Kriterien

| Implantat nicht palpabel, dunne, nicht kontrakte Kapsel

Implantatkonturen nicht sichtbar

Il Implantat leicht verhartet, .konstriktive Fibrose®,

Implantatkonturen nicht sichtbar keine Fremadkorperriesenzellen

1] Implantat eindeutig verhartet, | ,konstriktive  Fibrose®,  Fremd-

Implantatkonturen sichtbar korperriesenzellen vorhanden

v Implantat stark verhartet, | Entzindungszellen, Fremd-
Implantatdislokation und | kOrpergranulome, Neo-Vasku-
Deformierung der Brust larisation, Neurome moglich

Tab.1.: Baker- und Wilfingseder-Grade der Kapselfibrose [Prantl et al 2007].
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1. 4. Komplikationsursachen bei der Verwendung von Silikonimplantaten

Es gibt verschiedene Theorien zu den Ursachen von Kapselkontrakturen bei
Silikonbrustimplantaten. Meist wird als zentraler Mechanismus die Ausbildung einer
Entzindungsreaktion mit Induktion einer verstarkten Fibrosierung und
Kapselschrumpfung beschrieben. Als potenzielle Ausloser der Entzindungsreaktion
werden eine Fremdkorperreaktion oder eine periprothetische
Bakterienkontamination diskutiert. Hinsichtlich der Fremdkorperreaktion sind die
Meinungen noch kontrovers, ob es sich um eine unspezifische Reaktion des
Korpers handelt oder um eine spezifische Aktivierung der Immunabwehr, ob die
Implantatoberflache und/oder ihre Abriebpartikel die Reaktion auslosen, oder ob die
Implantatfullung entscheidend ist, die durch Leckage oder Bleeding mit dem
Korpergewebe in Kontakt kommt (siehe Abb. 6). Auch hinsichtlich der einzelnen
Faktoren, die diese Fremdkorperreaktion beeinflussen, liegen zumeist keine
eindeutigen Daten vor. Der Einfluss der Oberflachenbeschaffenheit (texturiert/glatt),
die Oberflachenumhullung (Polyurethan), die Implantatfullung (Kochsalz/Silikon),
der Zugangsweg der Implantateinbringung (inframmammar, axillar, peri- oder
transareolar) und die Implantatplatzierung (subglandular, submuskular, subfaszial)
sind mogliche Einflussfaktoren [Prantl et al 2006]. In einer grol} angelegten Studie
von Handel et al wurden 1655 Implantate nach einer durchschnittlichen Liegezeit
von 27,6 Monaten ausgewertet. Es erfolgte eine Korrelation der Kapselfibroseraten
mit der Oberflachenbeschaffenheit (glatt, texturiert oder Polyurethan-Beschichtung),
dem Fuillungsmaterial (Kochsalz versus Silikongel), der Implantatform, der
Lokalisation (pra- versus subpectoral), der Indikationsstellung und dem Vorkommen
eines postoperativen Hamatoms. Entgegen der Aussagen vieler anderer Autoren,
fanden sich keine Unterschiede hinsichtlich der Kapselfibroserate in Korrelation zur

Oberflachenbeschaffenheit, Lokalisation und Fullungsmaterial. Jedoch erhoht die
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Kontamination mit Bakterien, speziell des koagulasenegativen Keims
Staphyloccocus epidermidis und die Indikation zur Implantation bzw. der
Schwierigkeitsgrad des primaren operativen Eingriffs das Risiko fur die Ausbildung

einer Kapselfibrose [Handel et al 1995].

1. 4.1. Bakterielle Kontamination (exogen/endogen)

Die bakterielle Besiedelung der Oberflache von Silikonprothesen scheint als
hauptsachlicher atiologischer Faktor der Kapselfibrose immer mehr in den
Vordergrund zu treten. Die subklinische Infektionstheorie (Anwesenheit von
Bakterien ohne Zeichen einer Infektion) besagt, dass der Grund fur die Entstehung
einer chronischen Irritation und Entzindungsreaktion die Ausbildung eines Bioflims
auf dem Implantat ist. Studien bestatigen den Zusammenhang zwischen
subklinischer Infektion von Silikonimplantaten und dem Entstehen einer
Kapselkontraktur [Freedman et al 1989; Reid et al 1996; Pajkos et al 2003; Pittet et
al 2005]. Ferner zeigten sich 20%-60% der Implantatlogen keimbesiedelt, der dabei
am haufigsten nachgewiesene Keim ist Staphylococcus epidermidis [Burkhardt et al
1986]. Trotz nachweislicher Infektion ist es meist schwierig den Ursprung dessen zu
ermitteln. Sie kann exogen verursacht werden, beispielsweise durch bereits
kontaminierte Implantate oder andere Verunreinigungen, die wahrend der Operation
oder im OP selbst geschehen. Auch die chirurgische Technik kann verantwortlich
sein fur die Kontamination der Implantate, z.B. durch den Kontakt der Prothesen mit
der besiedelten Haut der Patientin. Im Gegensatz zu der inframammaren
Schnittfuhrung erhoht die peri- oder transareolare Variante ebenso das Risiko der
periprothetischen Kolonisation von Silikonimplantaten durch die endogene

Brustdrisenflora, die der normaler Haut weitgehend entspricht, denn die Ductuli
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lactiferi bilden eine Passage von der Oberflache der Haut in das Innere des
Brustgewebes. Die Milchgange sind in uber 90% nachweislich bakteriell besiedelt
(siehe Abb. 6) [Takayanagi et al 2004; Pittet et al 2005]. Auf Grund dessen ist dem
subpectoralen Sitz der Prothese laut Burkhardt et al den Vorzug zu geben, da der
Muskel eine Barrierefunktion Ubernimmt und somit das Implantat vor einer
Kontamination mit dem keimbesiedelten DrUsenkorper schutzt [Burkhardt et al
1986]. Zusammenfassend ergeben sich viele Hinweise, dass die bakterielle
Besiedelung einen Einfluss auf die Ausbildung einer Kapselfibrose zu haben
scheint. Laut den Studien von Pajkos et al und Prantl et al sind mogliche
Losungsansatze eine intraoperative Antibiotikaprophylaxe, ein grundliches
Desinfizieren der Implantatloge und wie schon erwahnt, das sorgfaltige Einbringen
der Implantate unter Vermeidung von Hautkontakten [Pajkos et al 2003, Prantl et al

2007].
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Bakteriglle m—
Kontamination

Biofilmbildung
(Staph. epidermidis) Verkalkung
Kapselbildung
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Abrieb Chronische Entziindung Einwandern von Fibroblasten
gel bleeding und Faserbildung

Abb. 6: Pathomechanismus der Kapselfibrose. Die ubermafige Schrumpfung der
bindegewebigen Kapsel um ein Silikonbrustimplantat wird vermutlich durch multiple
Faktoren verursacht: Die Urspringe hierfir werden einerseits in der bakteriellen
Kontamination (exogen/endogen) und andererseits im sogenannten Gel-Bleeding
gesehen. Beide Wege minden in der Entstehung einer chronischen
Entziindungsreaktion, welche der Schlissel fur die Uberschiefende Fibrosierung

des Bindegewebes zu sein scheint.

1. 4.2. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis (syn. Staphylococcus albus, Micrococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus) ist ein grampositives, plasmakoagulase-negatives,

saprophages Bakterium, das die menschliche Haut und Schleimhaut besiedelt
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(siehe Abb.7). Des Weiteren ist es auf Lebensmitteln und polymeren Oberflachen
zu finden. Uber die Pathogenitat von Staphylococcus epidermidis (S. e.) ist
bekannt, dass diese Spezies in besonderem Male in der Lage ist, durch Adhasine
an der Oberflache von Kunststoffen anzuhaften und sich dort anschliefend zu
replizieren und Mikrokolonien auszubilden. Diese bakterielle Adhasion spielt bei der
Pathogenese einer bakteriellen Infektion eine entscheidende Rolle, denn sie ist
Voraussetzung fur die anschlielfende Kolonisation und Produktion extrazellularer
Produkte. Fur die Adhasion der Bakterien sind deren Oberflachenstrukturen
(Fimbrien) wichtig [Quie und Belani 1987; Kloos und Lambe 1991; Schmidt et al
1998]. Fir Menschen mit normaler, immunologischer Abwehr ist der Keim
ungefahrlich. Bei abwehrgeschwachten Menschen, kann er die Ursache fur
nosokomiale Infektionen sein. Haufig 16st er eine Endokarditis nach Operationen am
offenen Herzen oder Infektionen nach dem Einsetzen von Prothesen, Kathetern
oder Drainagen aus. Der Anteil von Staphylococcus epidermidis bei Infektionen, die
durch koagulasenegative Staphylokokken verursacht werden, betragt 70%-80% und
ist damit der haufigste Erreger bei fremdkorperinduzierten Erkrankungen. S. e.
besitzt ein groles Spektrum an Antibiotikaresistenzen, dies gilt vor allem fur
Penicillin und Methicillin. Einige Stamme von Staphylococcus epidermidis kdnnen
durch Produktion einer extrazellularen Schleimschicht in einer Art ,Matrix” der
Phagozytose, Immunabwehr und dem Angriff antimikrobieller Substanzen entgehen
und so auf Kunststoffen persistieren (,Persister”) [Quie und Belani 1987; Kloos und
Lambe 1991; Schmidt et al 1998]. Der Anteil dieser resistenten Stamme liegt aktuell
bei 70% [ZCT 2/2004]. Dieser Umstand erschwert das Vorgehen gegen die durch

diesen Keim verursachten Infektionen betrachtlich.
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Abb. 7: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Staphylococcus
epidermidis; [Centers for Disease Control and Prevention's Public Health Image

Library (PHIL), with identification number #259].

1. 4.3. Biofilme

Bakterien existieren, vereinfacht gesagt, in zwei verschiedenen Formen: in einer frei
schwimmenden, Planktonischen und einer Adherenten. Letztere findet man auf
Oberflachen, wie beispielsweise auf Silikonbrustimplantaten. Hier bilden sie
sogenannte Exopolysaccharide und bilden so einen Biofilm [Pajkos et al 2003].
Biofilme bestehen aus einer dinnen Schicht, in die Mikroorganismen, wie z. B.
Bakterien, Algen, Pilze oder Protozoen eingebettet sind. Sie werden Uberwiegend in
wassrigen Systemen gebildet, entweder auf einer Wasseroberflache oder auf der

Grenzflache zu einer festen Phase.
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Abb. 8: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Biofilms auf einem

Silikonprobekoérper [Van Heerden et al 2009].

Der Biofilm besteht hauptsachlich aus Wasser. Die von den verschiedenartigen
Mikroorganismen ausgeschiedenen extrazellularen, polymeren Stoffe (EPS),
bestehend aus Biopolymeren, wie Polysacchariden, Proteinen, Lipiden und
Nukleinsauren, bilden in Verbindung mit Wasser Hydrogele. So entsteht eine
Matrix, in der Nahrstoffe und andere Substanzen geldst sind [Hall-Stoodley et al
2005]. Die Bakterien in einem Biofilm zeigen langsamere Wachstumsraten, sie
haben teilweise einen reduzierten Stoffwechsel bis hin zu Ruhestadien (VBNC -
sviable but not culturable®) [Szewzyk et al 2003]. Bedingt durch diese
eingeschrankte Aktivitdt nehmen sie weniger antibiotische Gifte auf. Somit ist die

Antibiotikaresistenz von Bakterien in einem Biofilm erhoht.

Obwonhl Biofilme in der Natur allgegenwartig sind, wird ihre klinische Bedeutung in
der Medizin haufig unterschatzt. Dies gilt insbesondere fir Infektionen, denn in
mehr als 60% aller bakteriellen Infektionskrankheiten schitzen sich die Erreger
durch die Bildung von Biofilmen vor dem Immunsystem [Fux et al 2005]. Der Bioflim
hemmt die Entstehung einer Entzindungsreaktion, sowie spezifische, adaptive

Immunantworten. Chemotaxis, die Aufnahme der Bakterien durch Phagozytose und
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intrazellulare Zerstorung, werden, wie auch andere Abwehrmechanismen des Wirts,
unterdruckt. Dieser Biofilm tragt somit als ,Virulenzfaktor” zu einem erhohten Risiko
einer Infektion mit koagulasenegativen Staphylokokken bei in den Korper
eingebrachten Kunststoffen bei [Quie und Belani 1987; Kloos und Lambe 1991,
Schmidt et al 1998]. So stellt die mikrobielle Kontamination und Besiedlung von
Kathetern, Implantaten (Abb. 8) wund medizinischen Instrumenten ein
schwerwiegendes Problem in der modernen Medizin dar [Donlan et al 2001]. Der
zunehmende Einsatz von Kunststoffen in der Medizintechnik hat neben den
Vorteilen fur Diagnostik und Therapie zu einer Verscharfung der Biofilm-Problematik
gefuhrt. Besonders wegen der Affinitat verschiedener Mikroorganismen, wie einigen
Staphylokokken, zu den Oberflachen von Biomaterialien sind etwa die Halfte der
nosokomialen Infektionen auf chirurgische Implantate zurickzufuhren [Patti et al
2005]. Abhangig von dem verwendeten Medizinprodukt und der Verweildauer
kommen gram-positive, gram-negative Bakterien und Pilze als Einzel- oder Multi-
Spezies-Biofilm vor. Beispiele fur haufig beteiligte Erreger sind: Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
und Candida albicans [Drenkard et al 2002]. Auf Grund der erhdhten Resistenzen
der Bakterien im Biofilm, u. a. durch Bildung von ,Persistern® und hoher Diversitat,
ist in vielen Fallen nur noch die Entfernung des Implantats der einzige Ausweg.
Besonders gefahrdet sind Systeme mit groen Oberflachen und

Hautdurchtrittsstellen, wie z.B. Brustimplantate [Costeron et al 1999].

Moderne Techniken zur Visualisierung, wie die konfokale Mikroskopie und
Gensonden zur Lokalisierung und ldentifizierung von Biofilm-Organismen mittels
Fluoreszenzmikroskopie, haben zu einem besseren Verstandnis der Biofilme

beigetragen.
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1. 5. Ansatze zur Komplikationsvermeidung

Es gibt verschiedene, zumeist experimentelle Methoden, Biofilme zu bekampfen.
Dabei wird haufig durch Vorbeugung versucht, es gar nicht erst zur Bildung von

Biofilmen kommen zu lassen.

1. 5.1. Antibakterielle und antiadhasive Wirkung von Schwermetallen
(Kupfer, Silber)

Metalle wie Silber, Kupfer und Gold besitzen selbst in schwacher Konzentration
desinfizierende und antiadhasive Eigenschaften. Der oligodynamische Effekt, also
die bakterizide Wirkung durch in Losung gehende Metallionen, wurde erstmals von
dem Botaniker Naegeli im Jahre 1893 bei Kupfer nachgewiesen; ihm fiel eine
bakterizide Wirkung kleinster Kupfermengen gegenuber gewissen pflanzlichen
Substraten (Algen) auf, die man auch bei Bakterien fand [Eguchi 1989].

Kupfer, lateinisch Cuprum, ist ein Ubergangsmetall mit dem Elementsymbol Cu und
der Ordnungszahl 29. Kupfer ist fur viele Mikroorganismen bereits in geringen, fur
Menschen unbedenklichen, Konzentrationen toxisch. Es wurden viele Studien
durchgefuhrt, um den Mechanismus und die EinflussgrofRen der desinfizierenden
Wirkung vollstandig zu klaren. Dies ist bis heute nicht einwandfrei gelungen und
weiterhin Gegenstand intensiver Forschungen [Murata 1991]; es wird davon
ausgegangen, dass Kupferionen mit den Liposacchariden der Zellmembran der
Mikroorganismen wechselwirken und somit letztendlich zum Zelltod fuhren [Dufrene
et al 2003; Nan et al 2008]. Auf Grund der bekannten Eigenschaften von Kupfer
wurden zwei Stationen in der Hamburger Asklepiosklinik mit Turklinken, Tarplatten

und Lichtschaltern aus einer speziellen Kupferlegierung ausgestattet. Damit konnte
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die Keimzahl zu den Vergleichsoberflachen um 63% reduziert werden.

Silber, lateinisch argentum, ist ein Edelmetall mit dem Elementsymbol Ag und der
Ordnungszahl 47. Silber und seine Verbindungen werden bereits seit langem gegen
Mikroben eingesetzt. Es wirkt schon in geringer Konzentration und zeigt zudem eine
geringe Toxizitat [Clement et al 1994]. Im lebenden Organismus werden Silberionen
schnell an Schwefel gebunden und werden als dunkles, schwer Iosliches
Silbersulfid ausgeschieden. In der Medizin wird Silbersulfadiazin, das aus Ag und
Sulfadiazin entsteht, gegen Mikroben und Pilzinfektionen eingesetzt. Es ist eine
unlésliche, polymere Verbindung, die Ag-lonen langsam freisetzt. Bei schweren
Verbrennungen wird Silbersulfadiazin z.B. als Salbe zur Vorbeugung gegen
bakterielle Infektionen lokal angewendet [Fricker 1994]. Silber findet sich ebenso in
der Beschichtung invasiver Gerate, wie endotrachealen Tuben oder Kathetern
[Kollef et al 2008]. Bezuglich der Wirkung von Silber als Zellgift wird von
verschiedenen Wirkmechanismen ausgegangen. Maglicherweise spielt die
Zerstorung der Zellwdnde der Mikroorganismen durch die Blockierung von
Enzymen eine entscheidende Rolle [Wells et al 1995]. Es sind auch silberresistente
Bakterien bekannt [Clement et al 1994], jedoch ist das Verstandnis fur die

Entwicklung einer solchen Resistenz noch weitgehend ungeklart [Gupta et al 1999].

1. 5.2. Oberflachencharakteristika (bakterienabweisende Beschichtungen)

Die physiko-chemischen Eigenschaften einer Oberflache eines Biomaterials
bestimmen das Potential Mikroorganismen an sich zu binden. Oberflachenrauheit
und Hydrophobizitat einer Oberflache scheinen wichtig fur die bakterielle Adhasion
und damit auch fur die Ausbildung eines Biofilms zu sein [Wu-Yuan et al 1995; An

und Friedman 1998; Rasperini et al 1998; Teughels et al 2006]. Raue Oberflachen
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erhohen die Bakterienakkumulation, wohingegen glatte Materialien mit reduzierter
Oberflachenrauheit zumindest die anfangliche Biofilmbildung in vivo beschranken
[An und Friedman 1998; Teughels et al 2006]. Ein weiterer Faktor fur die Anhaftung
von Bakterien auf Biomaterialien ist die freie Oberflachenenergie (SFE) der
Bakterienstamme und der Substratoberflachen. Die freie Oberflachenenergie ist ein
physikalischer Wert und wird in der Einheit mJ/cm? angegeben. Nach dem
thermodynamischen Gesetz wird die freie Oberflachenenergie als entscheidender
Faktor bei der Adhasion von Bakterien betrachtet [Teughels et al 2006]. Die freie
Energie nimmt zwischen den Grenzflachen von Bakterienstdmmen mit hoher SFE
und Substratoberflachen mit ebenfalls hoher SFE negative Werte an und bildet so
die Grundlage einer spontanen Bakterienadhasion, das gleiche gilt bei niedrigen
SFE-Werten der Bakterienstamme und Substratoberflachen [Weerkamp et al 1985;
Pratt-Terpstra et al 1988, 1989; Quirynen et al 1995; Teughels et al 2006]. Die SFE
wird gewohnlich mit einem Kontaktwinkel-Goniometer gemessen. Der
Kontaktwinkel auf einer hydrophoben Oberflache zu einem Wassertropfen ist
groBer als auf einem hydrophilen Material. Hydrophile Oberflachen besitzen auf
Grund ihrer polaren Gruppen eine hohere Reaktionsfreudigkeit als hydrophobe

Materialen und somit eine hohere Oberflachenergie.

Weitere Parameter, die die bakterielle Adhasion negativ beeinflussen, sind:

» Nanostrukturierung (Lotuseffekt)

» negative Ladung

» antibiotische Beschichtung, z. B. Minocyclin-Rifampicin

» antiseptische Beschichtung, z. B. Chlorhexidin-Silbersulfadiazin

» Einbringung von Metallen, z. B. Silber, Platin, Bismut.
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1. 6. Zielsetzung der Arbeit

Diese Studie soll die bakterizide und antiadhasive Wirkung von kupferbeschichteten
Silikonbrustimplantaten, mit dem Ziel die mikrobielle Anhaftung zu reduzieren,
untersuchen. Das langfristige Ziel ist durch den Einsatz bakterizider und
antiadhasiver Substrate die Biofilmbildung auf Brustimplantaten zu reduzieren und
somit die Kapselkontrakturrate zu senken. Im Versuchsaufbau werden die
Silikonprobekdrper mit verschieden hohen Kupferkonzentrationen beschichtet. Die
tatsachliche Kupferfreisetzung von der Silikonoberflache soll ermittelt werden. Um
in vivo Bedingungen zu simulieren, werden die Probekorper mit Hilfe des
Thermocyclings  kunstlich  gealtert. Nach  unterschiedlich  andauernden
Alterungsintervallen werden die verschiedenen Probekorper mit S. e., dem
mutmallichen Leitkeim in der Genese der Kapselfibrose, inkubiert. Mit Hilfe einer
fluorochromen Lebend-Tot-Farbung soll die Menge der adharenten Bakterien auf
der Oberflache der Silikonprobekorper im Hinblick auf den antiadhasiven und
bakteriziden Effekt der Kupferbeschichtungen evaluiert werden. Es wird die
bakterielle Adhasion auf dem Referenzmaterial und der kunstlich gealterten
Probekorper in  Bezug auf die Oberflachenrauheit und der freien

Oberflachenenergie verglichen.
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2. Material und Methoden

2. 1. Herstellung der Probekorper

Die Proben der Silikonbrustimplantate mit 25 mm im Durchmesser und 0,5 mm
Dicke (siehe Abb. 9) wurden vorab in Aceton und Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen wurde die Oberflache der Silikonproben mit Carboxy-Gruppen modifiziert.
Dies erfolgte mit 0,4 ml MMA in 100ml Wasser, aktiviert wurde die
Polymerisationsreaktion durch das Fenton-Reagenz (Zusammensetzung je 100 ml
Losung: 0,4 ml Wasserstoffperoxid, 120 mg Fe-(ll)-Sulfat, 100 mg
Natriumpyrosulfit). Darin  wurden die Prufkorper zwei Stunden  bei
Zimmertemperatur gertuhrt und anschlielend mit destilliertem Wasser gereinigt. Die
auf der Silikonoberflache befindlichen Carboxy-Gruppen wurden bei 5° C fir 30
Minuten mit Hilfe eines wasserloslichen Carbodiimid-Agenzes [3 mg N-Cyclohexyl-
N-(2-Morpholino-) Carbodiimid-Methyl-p-Toluolsulfonat (CME- CDI) pro 1 ml Puffer
(0,1 mol/ Morpholinoethansulfonsaure, pH 6, mit Natriumhydroxid] aktiviert. Die
kovalente Bindung wurde mittels deacetyliertem Chitosan erzeugt [Baumann und
Kokott 2000; Hoffmann et al 2007], die Proben wurden anschliefend erneut in

destilliertem Wasser gereinigt.

Weil die Amino-Gruppen der auldersten Chitosan-Schicht mit Aldehyd-Gruppen
reagieren wurden, erzeugte man eine mehrlagige Beschichtung auf der
Silikonoberflache (siehe Abb. 10), indem man die Proben abwechselnd in
Glutaraldehyd-Losung (1 Gewichtsprozent) und einer Losung von deacetyliertem
Chitosan (3 Gewichtsprozent) eintauchte. Der Vorgang wurde solange wiederholt
bis 20 Chitosan-Schichten aufgebracht waren. Nach dieser Oberflachenmodifikation

wurden die Probekorper fur eine Stunde in Kupferlosungen mit zwei
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unterschiedlichen Konzentrationen (Kupfer-Acetat in Ethanol 32,5 mmol/l (Cu1) und
Kupfer-Acetat in Ethanol 65 mmol/l (Cu2)) gebadet.

Eine Gesamtmenge von 120 Silikonproben wurde hergestellt, 40 Exemplare von
jedem Material: 40 Stuck kupferfrei, 40 Stlick mit 32,5 mmol/l Kupfer-Acetat und 40
Stlck mit 65 mmol/l Kupfer-Acetat (siehe Tab. 2). Die Probekdrper wurden mit Hilfe

eines lichthartenden Bondings (Clearfil SE Bond, Kuraray Europe GmbH) in einer

24-Wellplatte fixiert.

Abb. 9: Ausgestanzte Probe, isoliert und zugeschnitten auf einem Objekttrager.

Material Kupferkonzentration
Cu0 x 40 Stk. 0 mmol/Liter
Cu1 x 40 Stk. 32,5 mmol/Liter
Cu2 x 40 Stk. 65,0 mmol/Liter

Tab. 2: Uberblick der Versuchsmaterialien.
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Abb. 10: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Silikonoberflache mit

Chitosanbeschichtung.

2. 2. Kiinstliche Alterung der Silikonprobekorper

Die Alterung der Probekoérper erfolgte mittels Thermocycling im Regensburger
Simulator (EGO, Deutschland; siehe Abb. 12). Hierfir wurden die entsprechenden
Probekoérper im Wechsel fir zwei Minuten in destilliertem Wasser auf 55°C erwarmt
und dann fir zwei Minuten auf 5°C abgekuhlt. Die ersten Messungen der
Rauheiten, Oberflachenenergien und bakteriellen Adhéasion erfolgte vor dem
Alterungsprozess (Baseline). Die zweiten, dritten und vierten Messungen erfolgten

dann nach jeweils 7, 14 und 21 Tagen im Thermocycler.
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Abb. 12: Thermocycler zur kiinstlichen Alterung der Probekorper.

2. 3. Messung der Kupferfreisetzung

Die Kupferfreisetzung wurde mit Hilfe von ICP-OES ermittelt. ICP-OES steht fur
.inductively coupled plasma optical emission spectrometry®, also ,optische
Emissionsspektrometrie mittels induktiv gekoppeltem Plasma“. Die Methode des
induktiv gekoppelten Plasmas beruht auf der Verwendung eines sehr hei3en (ca.
10.000 K) Argon-Plasmas zur Anregung der optischen Emission der zu
analysierenden Elemente. Die Proben (n=3 Cu1) wurden in physiologischer

Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) analysiert.

2. 4. Messung der Oberflachenrauheit (R.)

Jeweils sechs Proben pro Testmaterial wurden einer Rauheitsmessung unterzogen.
Dabei wurde pro Probekoérper an drei verschiedenen Stellen gemessen. Dies
geschah mittels Perthometer (Tastschlittenprinzip; S6P, Feinprif Perten GmbH,;
Abb. 13). Die mittlere Rauheit (Ras) ist das arithmetische Mittel des
Oberflachenprofils der Testkorper. Oberflachen unter einem Wert von 0,2 um
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werden als glatt betrachtet. Unter diesem Grenzwert wird kein direkter Einfluss der

Rauheit auf die bakterielle Adhasion erwartet [Bollen et al 1997].

Abb. 13: Perthometer S6P.

2. 5. Bestimmung der freien Oberflachenenergie (SFE)

Die freie Oberflachenenergie (SFE) der Kunststoffe wurde mit Hilfe eines
Kontaktwinkelmessgerats (Erma, Tokyo, Japan) unter Verwendung drei
unterschiedlichen Flussigkeiten bestimmt. Es wurden hierbei entionisiertes Wasser,
Ethylenglycol (Merck KgaA, Darmstadt) und Dijodmethan (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) verwendet. Mit einer automatischen Pipette (Mircolap p, Hamilton
Bondaduz, Bonaduz, Schweiz) wurden je 2 ul der entsprechenden Flussigkeit auf
die Probe pipettiert. Pro Material wurden jeweils zwei Tropfen auf funf zufallig
ausgewahlten Probekorpern gemessen. Durch ein optisches System (Goniometer
G1, ERNA, Tokyo, Japan) wurden die auf der Probe aufgebrachten Tropfen

aufgezeichnet. Aus der HOhe und der Breite der Kontaktfliche wurde der
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Kontaktwinkel berechnet. Fur jeden Tropfen wurden der rechte und der linke
Kontaktwinkel gemessen. Aus den Kontaktwinkeln aller drei Flussigkeiten konnte
man anschlieBend die SFE der Kunststoffproben nach der Methode von Owens,

Wendt, Rabel und Kaeble berechnen [Owens et al 1969].

2. 6. Kultivieren der Bakterien

Fir die in den Versuchen verwendeten Kulturen wurde ein von der Haut isolierter
Staphylococcus epidermidis - Stamm (AC-Acession: AF 270147) eingesetzt. Dieser
stammt aus einem Vorversuch und wurde mittels DNA-Sequenzierung identifiziert
(IDNS® version v3.1.63r14 © SmartGene 2005 Molecular Mycobacteriology). Der
Staphylococcus epidermidis Keim wurde in einem BHI-Kultur-Medium (Bacto™
Brain Heart Infusion, BD Becton, Dickinson and Company Sparks, MD, USA)
vermehrt. Nachdem man Glycerin zugefugt hatte, lagerten die Kulturen bei -80
Grad. Vor der Durchfuhrung der Tests wurden sie aufgetaut und bei 37 Grad uber
Nacht inkubiert. Die Bakterienkulturen wurden zentrifugiert, anschlieend wurden
die Zellen entnommen und zwei Mal mit physiologischer Kochsalzlésung (NaCl
0,9%) und PBS (Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA)
gespult. Danach wurden die Bakterien wieder in physiologische Kochsalzlosung
gebracht und mit Hilfe der optischen Dichtemessung (bei 600 nm) auf einen Wert
von 0,9 optischer Dichte eingestellt, was einer Bakterienkonzentration von 108 cfu
(colony forming units/ml) entspricht. Zwei ml der Suspension wurden in jedes Well
der 24-Wellplatten gegeben und anschlieRend bei 4 Grad 120 min inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde abgesaugt und schluf3endlich wusch man die Proben
zwei Mal mit 3 ml Kochsalzldsung, um nur die anhaftenden Kolonien auf den

unterschiedlichen Probekorpern zuruck zu behalten (siehe Abb. 14+15).
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HV [Spot Det| Mag WD VacMode Pressure 10.0ym——
5.0kV| 3.0 LFD/5765x 11.3 mm|46.90 um|Low vacuum 0.08 Torr Quanta 400 F

Abb. 14: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Kolonien von S. epidermidis

verteilt auf einer unbeschichteten Silikonoberflache.

HV Spot Det| Mag WD VacMode |Pressure —5.0ym—
5.0 kV 3.0 ILFD|8000x 11.7 mm|33.80 um /Low vacuum|0.08 Torr Quanta 400 F

Abb. 15: Elektronenmikroskopische Aufnahme von zwei Kolonien S. epidermidis auf

der Silikonoberflache eines beschichteten Probekaorpers.
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2. 7. Lebend-Tot-Farbung

Zur fluorochromen Lebend-Tot-Farbung und der damit verbundenen Bestimmung
der Verhaltnisses von aktiven (lebenden) und inaktiven (toten) Bakterien wurde der
LIVE/DEAD BacLight bacterial viability kit (Molecular Probes, Eugene, USA)
verwendet [Burgers et al 2010]. Fur die Farbelosung wurden 6 yl der Komponente
A (SYTO 9) und 6 pl der Komponente B (Propidiumjodid) in 5 ml destilliertem
Wasser verdunnt. Von der Farbelésung wurden jeweils 500 pl in jedes Well
gegeben. Diese wurden bei Raumtemperatur und im Dunklen fuar 15 Minuten
inkubiert. Die Farbelosung wurde vorsichtig abgesaugt und die Proben
anschlielfend einmal mit PBS gewaschen. Jede Probe wurde vorsichtig von der
Wellplatte entfernt und auf einen Objekttrager (Menzel, Braunschweig) aufgelegt,
mit einem Tropfen der Komponente C (Mounting Oil) bedeckt und mit einem
Deckglas (Menzel) fixiert (siehe Abb. 9). Die Proben wurden bei 4°C und bei
absoluter Dunkelheit bis zur weiteren Auswertung (maximal 12 Stunden nach

Farbung) gelagert.

2. 8. Fluoreszenzmikroskopie

Zur Beurteilung der fluoreszenten Emission der Lebend-Tot-Farbung wurde ein
Auflicht-Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M; Carl Zeiss Microimaging GmbH,
Gottingen, Deutschland) in Verbindung mit der Bildverarbeitungssoftware

AxioVision 4.6 (Carl Zeiss Microimaging GmbH) verwendet (Abb. 16).
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Abb. 16: Fluoreszenzmikroskop.

Finf Fluoreszenzbilder (100 x 150 pym = 0,015 mm?) von willkiirlich gewéhlten
Stellen wurden pro Probekorper mit einer Digitalkamera (Axiocam MRCS5; Carl
Zeiss Microimaging GmbH) fotografiert. Avitale (rote) und vitale (grune) Bakterien
wurden mit verschiedenen FluoreszenZzfiltern (FITC/F41-054 und Alexa594/F41-
027; AHF Analysetechnik, Tubingen, Deutschland) im selben mikroskopischen Feld
betrachtet und fotografiert. Die beiden Bilder wurden dann vollautomatisch zu einem

Lebend-Tot-Bild kombiniert (siehe Abb. 17A bis 17C).
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Abb. 17A: Fluoreszenzaufnahme mit FITC-Filter zur Darstellung der vitalen

Bakterien (100 x 150 pm).

Abb. 17B: Fluoreszenzaufnahme mit Alexa 594-Filter zur Darstellung der avitalen

Bakterien (100 x 150 pm).
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Abb 17C: Digital kombiniertes Lebend-Tot-Bild; Differenzierung von vitalen

(grunen) und avitalen (roten) Bakterien (100 x 150 ym).

2. 9. Quantifizierung der adharenten Mikroorganismen

Mit Hilfe der Bildverarbeitungssoftware Optimas 6.2 (Meyer Instruments, Houston,
USA) wurde die mit Bakterien bedeckte Flache jedes untersuchten Areals als Anteil
in Prozent an der gesamten vermessenen Flache berechnet. Hierzu wurden die
getrennten Orginalaufnahmen (Tot/Rot bzw. Lebend/Grin, entsprechend den
Abbildungen 17A und 17B) der Fluoreszenzmikroskopie fur jedes untersuchte Areal

verwendet.

2.10. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und die Erstellung der Graphen erfolgten mit Hilfe des
Programms SPPS 15.0 fur Windows (SPSS Corp., Chicago, USA). Zur statistischen
Darstellung der ermittelten Daten wurden Mittelwerte und Standardabweichungen
errechnet. Die Uberpriifung der Signifikanz der Ubereinstimmung furr die Rauheiten,
Oberflachenenergien und die bakterielle Adhasion erfolgte uber One-way ANOVA

zwischen jeweils zwei Stichproben (a=0,05).
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Probekédrperherstellung (CuQ, Cul und Cu2)

!

Baseline-Messung
7 Tage Alterung

!

14 Tage Alterung

!

21 Tage Alterung

v

Rauheit R,,, Oberflachenenergie SFE;, Bakterielle Adhasion 1

v

Rauheit R, Oberflachenenergie SFE,, Bakterielle Adhasion 2

v

Rauheit R, Oberflachenenergie SFE;, Bakterielle Adhasion 3

,
v

Rauheit R,,, Oberflachenenergie SFE,, Bakterielle Adhasion 4

Abb. 18: Versuchsdesign im Uberblick.
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3. Ergebnisse

3. 1. Ergebnisse der Messung der Kupferfreisetzung

Die Messung des nach acht Wochen in Losung gegangenen Kupfers ergab eine

Menge von 2,11 mg/l mit einer Standardabweichung von 0,63; n=3.

1,2

. {{li

0,2 - {

¢ (Cu?*) [mg/L]

time [weeks]

Abb. 19: Kupferfreisetzung von Cu1 (= 32.5 mmol/l) in NaCl 0,9% uber acht

Wochen.
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3. 2. Ergebnisse der Oberflachenrauheitsmessungen (R,)

Die Ergebnisse der Perthometermessungen, vor und nach kunstlicher Alterung,
sind in Tabelle 3 dargestellt. Die statistische Bewertung mittels One-way ANOVA
zeigte weder im Vergleich der verschiedenen Kupferkonzentrationen, Cu0/Cu1/Cu2,
noch im Vergleich der verschiedenen Alterungsstufen, Baseline/7 Tage Alterung/14
Tage Alterung/21 Tage Alterung, statistisch signifikante Unterschiede (P > 0,05 fur

alle Vergleiche; n=60).

Probekorper Baseline Nach 7 Tagen Nach 14 TagenNach 21 Tagen

Cu0 0.08 (0.04/0.08)0.08 (0.08/0.11)0.08 (0.08/0.08)0.08 (0.08/0.11)

Cu1 ;325 mmoi) 0.08 (0.04/0.08)0.08 (0.08/0.08)0.08 (0.08/0.08)0.08 (0.08/0.11)

Cu2 s mmoi; 0.08 (0.08/0.08)0.08 (0.08/0.08)0.08 (0.08/0.11)0.08 (0.08/0.11)

Tab. 3: Oberflachenrauheiten (Mittelwerte und Standardabweichung; pm) von drei
verschiedenen Silikonmaterialien mit verschiedenen Kupfer-Beschichtungen vor

und nach kunstlicher Alterung.

3. 3. Ergebnisse der Messungen der freien Oberflachenenergie (SFE)

Die Ergebnisse der Goniometermessungen, vor und nach kunstlicher Alterung, sind
in Tabelle 4 dargestellt. Entsprechend der Rauheitswerte zeigte die statistische
Bewertung der SFE mittels One-way ANOVA auch hier im Vergleich der
verschiedenen Kupferkonzentrationen, CuO/Cu1/Cu2, und im Vergleich der
verschiedenen Alterungsstufen, Baseline/7 Tage Alterung/14 Tage Alterung/21
Tage Alterung, statistisch keine signifikanten Unterschiede (P > 0,05 fur alle

Vergleiche; n=60). Bei allen drei Silikonoberflachen ist die Oberflachenenergie vor
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der Alterung am hochsten, nimmt dann nach sieben Tagen Alterung ab und
verbleibt auf niedrigem Niveau, wobei die beobachteten Unterschiede lediglich

tendenziell auffallen, aber statistisch nicht signifikant sind.

Probekorper Baseline Nach 7 Tagen Nach 14 TagenNach 21 Tagen
Cu0 12,2 (11,5/0,7) 10,7 (10,5/0,2) 11,2 (10,9/0,3) 10,9 (10,8/0,1)

Cut p25mmory 14,5 (10,7/3,8) | 9,6 (9,5/0,1) 10,5 (10,0/0,5) 10,9 (10,7/0,2)

Cu2 smmoy 11,3 (11,0/0,3) 10,4 (10,2/0,2) 10,5 (10,3/0,2) 10,1 (9,8/0,3)

Tab. 4: Oberflachenenergie (totale Oberflachenenergie, disperse Komponente,
polare Komponente; mJ/mZ) von drei verschiedenen Silikonmaterialien mit

verschiedenen Kupferbeschichtungen vor und nach kunstlicher Alterung.

3. 4. Bakterielle Adhasion

3. 4.1. Fluoreszenzaufnahmen

Die Abbildungen 20 bis 22 sind Beispiele fur die angefertigten
Fluoreszenzaufnahmen. Die Differenzierung zwischen avitalen (roten) und vitalen
(grinen) Staphylokokken konnte auf allen Aufnahmen eindeutig vorgenommen
werden. Die einzelnen Bakterien konnten ebenfalls gut voneinander abgegrenzt
werden. Nach der definierten Inkubation mit S. e. von 120 Minuten zeigten sich auf
allen Probekorpern Monolayer von einzelnen Bakterien und Mikrokolonien (initiales

Stadium der Biofilmbildung). Abbildung 20 zeigt insgesamt eine hohe Menge von
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adharenten Staphylokokken. Der Anteil der toten Bakterien ist eher gering. Im
Vergleich hierzu zeigen die Abbildungen 21 und 22 weniger adharente Keime

(antiadhasive Wirkung), dafur einen hoheren Anteil toter Keime (bakterizider Effekt).

Abb. 20: Lebend-Tot-Fluoreszenzaufnahme der Silikonoberflache Cu0 nach
Inkubation mit S. e. fur 120 Minuten. Insgesamt zeigt sich eine hohe Menge
adharenter Keime mit einem niedrigen Anteil avitaler Keime.

» Avitale/tote Keime: rot

» Vitale/lebend Keime: grun.
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Abb. 21: Lebend-Tot-Fluoreszenzaufnahme der Silikonoberflache Cu1 nach
Inkubation mit S. e. fur 120 Minuten. Insgesamt zeigt sich eine mittlere Menge

adharenter Keime mit einem hoheren Anteil avitaler Keime.

Abb. 22: Lebend-Tot-Fluoreszenzaufnahme der Silikonoberflache Cu2 nach
Inkubation mit S. e. fur 120 Minuten. Insgesamt zeigt sich eine niedrige Menge

adharenter Keime mit einem hohen Anteil avitaler Keime.
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3. 4.2. Quantifizierung der Gesamtmenge der adharenten Keime

(antiadhasiver Effekt)

Tabelle 5 und Abbildung 23 zeigen die Gesamtmenge (avitale und vitale Keime) der
adharenten Staphylokokken auf den drei getesteten Silikonmaterialien als
Prozentwert der gesamten Probekorper-Oberflache. Die starkste Besiedelung fand
sich auf den kupferfreien Silikonprobekorpern nach 7 Tagen Alterung (Mittelwert:
25,9%), die schwachste Besiedelung auf den Cu1-Oberflachen vor der Alterung
(Mittelwert 1,2%). Die Menge der adharenten Keime auf den kupferfreien
Silikonprobekorpern (Cu0) ist — unabhangig vom Grad der Alterung — signifikant
hoher als auf den Silikon-Oberflachen mit Kupferbeschichtungen (Cu1 und Cu2) (P
> 0,05 fur alle Vergleiche; n=32). Zwischen den Werten von Cu1 und Cu2 -
unabhangig vom Grad der Alterung — ist statistisch kein signifikanter Unterschied zu
erkennen (P > 0,05 fur alle Vergleiche; n=16). Vergleicht man die verschiedenen
Alterungsstufen innerhalb eines Materials kdnnen bei allen drei Materialien keine
signifikanten Unterschiede zwischen Baseline, Alterung nach 7 Tagen, Alterung
nach 14 Tagen und Alterung nach 21 Tagen abgeleitet werden (P > 0,05 fur alle

Vergleiche; n=6 pro Material).
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Probekorper Baseline Nach 7 Tagen Nach 14 TagenNach 21Tagen

Cu0 235(11.9) 259(17.9)  23.6(10.9) 184 (18.3)
Culz25mmoy 1.2 (0.9) 4.1(3.8) 3.2 (1.9) 4.2 (3.2)
Cu2 (65 mmolrL] 2.5 (2.0) 2.1 (1.6) 3.4 (3.1) 2.8 (2.0)

Tab. 5: Gesamtmenge der adharenten Bakterien (avitale und vitale) nach

Inkubation in S. e.-Suspension (Mittelwerte und Standardabweichung).

40

30

N
o

Total adherent bacteria
[% of area]
8

Abb. 23: Gesamtmenge der adharenten Bakterien (avitale und vitale) nach

Inkubation in Bakteriensuspension (Mittelwerte und Standardabweichung).
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3. 4.3. Anteil der avitalen Bakterien an der Gesamtmenge der adharenten
Keime (bakterizider Effekt)

Tabelle 6 und Abbildung 24 zeigen das Verhaltnis von toten/avitalen Keimen zu der
Gesamtmenge der adharenten Keime, bzw. den Anteil der abgetoteten
Staphylokokken. Dieser Anteil toter Bakterien ist auf den kupferfreien Probekorpern
(Cu0), unabhangig vom Alterungsgrad, deutlich geringer, ungefahr 3 bis 4-mal, als
auf den kupferbeschichteten Oberflachen (Cu1 und Cu2). Allgemein sind die Werte
fur Cu2 tendenziell hoher als fur Cu1, allerdings ohne statistische Signifikanz (P >
0,05 fur alle Vergleiche; n=16). Bei den Vergleichen zwischen den verschiedenen
Alterungsstufen innerhalb der drei Materialien traten keine statistischen

Unterschiede auf (P > 0,05 fur alle Vergleiche; n=6 pro Material).

Probekorper Baseline Nach 7 Tagen Nach 14 TagenNach 21Tagen

Cu0 0.09 (0.05) | 0.15(0.06) = 0.15(0.07) | 0.21(0.16)

Culp2smmoy  0.55(0.15) = 0.56 (0.12) = 0.53(0.14) | 0.61(0.13)

Cu2esmmoi; ~ 0.75(0.14) = 0.76 (0.14) = 0.79(0.16) | 0.69 (0.17)

Tab. 6: Anteil der avitalen Bakterien an der Gesamtmenge der adharenten
Bakterien nach Inkubation in  Bakteriensuspension (Mittelwerte und

Standardabweichung).
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Abb. 24: Anteil der avitalen Bakterien an der Gesamtmenge der adharenten
Bakterien

Standardabweichung).



4. Diskussion

Staphylococcus epidermidis ist Teil der naturlichen Mikroflora der Haut und der
endogenen Flora der Brust [Takayanagi et al 2004]. Das Bakterium spielt eine
entscheidende Rolle bei der Kontamination von Silikonbrustimplantaten und wurde
daher in vielen Studien Uber Bakterienadhasion auf Implantatmaterialien verwendet
[Neel et al 2005]. In der Tat werden Biomaterialien-assoziierte Infektionen nur durch
weinige Bakterienspezies verursacht. Hierbei nimmt S. e. die Vorreiterrolle ein
[Freedman und Jackson 1989; Hedin 1993; Dobke et al 1995; Embrey et al 1999;
Siggelkow et al 2003; Heidenau et al 2005; Neel et al 2005; Hoffmann et al 2007;
Schreml et al 2007; Tang et al 2007]. Ahnlich wie bei vielen anderen polymeren
Biomaterialien sind Silikonelastomere anfallig fur die Adhasion von Bakterien und
der damit einhergehenden Bildung von Biofilmen [Stickler und McLean 1995,
McBride et al 2009]. Diese komplexen, mikrobiellen Belage scheinen
hauptursachlich fur den chronischen Entzindungspozess des periimplantaren
Gewebes zu sein und gelten somit als Stimulus fur die Bildung fibrosen Gewebes
[Pajkos et al 2003]. Die bakterielle Kontamination mit anschlie3ender Biofilmbildung
ist mutmallich verantwortlich fur die frdthe und spate Infektionen von
Silikonbrustimplantaten [Embrey et al 1999; Schreml et al 2007] und damit auch fur
die Entstehung von Kapselkontrakturen [Freedman und Jackson 1989; Hedin 1993;
Dobke et al 1995; Embrey et al 1999; Siggelkow et al 2003; Heidenau et al 2005;
Hoffmann et al 2007; Schreml et al 2007; Tang et al 2007]. Es besteht ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Grad einer Kapselfibrose und der
Quantitat der bakteriellen Besiedelung einer Implantatoberflache [Virden et al 1992;
Pajkos et al 2003; Prantl et al 2007; van Heerden et al 2009]. Der Versuch der

Reduzierung der bakteriellen Adhasion durch bakterizide und antiadhasive
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Beschichtungen ist sehr wahrscheinlich ausschlaggebend fur die Vermeidung von
Infektionen von Brustimplantaten und damit auch von Kapselfibrosen [Hedin 1993;
Embrey et al 1995; Hoffmann et al 2007]. Ein entscheidender Faktor fur die
Langlebigkeit von Implantaten ist die Kontrolle der bakteriellen Adhasion und der
Biofilmbildung. Die Entwicklung von Materialien mit antiadhasiven und bakteriziden
Eigenschaften ist demnach anzustreben, um die komplikationslose Uberlebensrate
der Brustimplantate zu erhdhen [Virden et al 1992; Pajkos et al 2003; van Heerden
et al 2009]. Fruhere Studien belegten die bakterizide Wirkung einer neuartigen
Kupferbeschichtung auf Silikonbrustimplantaten [Gosau et al 2010]. Basierend auf
diesen  Ergebnissen  untersuchte diese Arbeit die  Wirkung von
Kupferbeschichtungen mit verschieden hohen Konzentrationen im Hinblick auf die
Anhaftung und die Uberlebensfahigkeit von S. e.. Kupfer wurde als antibakterieller
Zusatz gewahlt, da Kupferionen den besten Kompromiss zwischen antibakterieller
Wirksamkeit und Zytotoxizitat bieten [Heidenau et al 2005]. Folglich erwiesen sich
Kupferionen als ideal, um Implantatoberflachen mit antibakteriellen Eigenschaften
zu modifizieren, ohne dabei deutlich an Biokompatibilitat einzubliRen [Macadam et
al 2004; Tham et al 2005; Nan et al 2008]. Die toxische Wirkung von Kupfer auf
Bakterien scheint wie folgt: Nach initialer, bakterieller Anhaftung auf den
Implantatoberflachen durch elektrostatische und physikalische Krafte werden die
Liposaccharide der Zellmembran der Bakterien durch Wechselwirkungen mit dem
Kupfer verandert. Damit wird die Permeabilitat der Zellmembran erhéht und die sich
daraus ergebende, reduzierte Dichtigkeit fur die intrazellularen Bestandteile,
insbesondere fiir K*-lonen, zieht eine Stoffwechselstérung und damit den Zelltod
nach sich [Dufrene et al 2003; Nan et al 2008].

Maligebende Faktoren far die bakterielle Adhasion sind die

Oberflacheneigenschaften  eines  Materials, im  Speziellen die freie
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Oberflachenenergie (SFE) und die Oberflachenrauheit (Ra). Im Versuch wurden die
beschichteten Silikonproben und das unbeschichtete Referenzmaterial anhand der
SFE und der R, vor und nach verschieden langen Zyklen der kunstlichen Alterung
definiert. Es wurden die Zusammenhange zwischen den veranderten
Oberflacheneigenschaften infolge des kunstlichen Alterungsprozesses und der
daraus resultierenden in vitro Adhasion von S. e. ermittelt.

Die Implantate wurden einem kunstlichen Alterungsprozess mittels Thermocycling
unterzogen, welches eine gangige Methode =zur Simulation des naturlichen
Alterungprozesses der Implantate ist [Kolbeck et al 2006; Rosentritt et al 2006;
Hahnel et al 2008; Burgers et al 2009a]. Nach verschieden langen Alterungszyklen
wurden die Proben mit einem von der menschlichen Haut isolierten S. e. inkubiert,
um die naturliche Kontamination der Silikonproben fur diese in vitro Studie zu
imitieren, diese Methode bewahrte sich bereits in vorhergehenden Studien
[Broekhuizen et al 2007; Kodjikian et al 2008; Gosau et al 2010].
Uberraschenderweise zeigten die Ergebnisse, dass sich die kiinstliche Alterung
nicht auf die Oberflachenrauheit und die freie Oberflachenenergie der Silikonproben
ausgewirkt hat. Ein zu erwartendes Ergebnis bei den kunstlich gealterten
Implantaten ware eine erhohte Oberflachenrauheit gewesen, welche widerrum zu
einer verstarkten bakteriellen Besiedelung der Implantatoberflachen gefuhrt hatte
[Yip et al 2004; Tari et al 2007; Zanin et al 2008]. Die konstanten Eigenschaften der
Silikonprobekorper in Bezug auf SFE und R, konnen wahrscheinlich auf die
spezielle chemische Zusammensetzung und die Flexibilitdt des Materials
zuruckgefuhrt werden [Hahnel et al 2009]. Daruber hinaus muss in Betracht
gezogen werden, dass nicht alle Oberflachendefekte und -
unregelmaligkeiten durch die hier angewandte Profilometrie erkannt werden

konnen.
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Es existieren nach wie vor widerspruchliche Aussagen dazu, ob Oberflachen mit
hohen SFE-Werten die Quantitdt der anhaftenden Mikroorganismen reduzieren
oder erhohen [Busscher et al 1984 und 1986; Pratt-Terpstra et al 1988; Quirynen
und Bollen 1995; An und Friedmann 1998]. Die Anhaftung von Mikroorganismen auf
Oberflachen ist nicht nur von der SFE des Substrats, sondern auch von der SFE
des Bakterienstamms abhangig [Busscher et al 1984 und 1986; Pratt-Terpsta et al
1988; Weerkamp et al 1988; Burgers et al 2009b]. Im thermodynamischen Modell
der mikrobiellen Adhasion bevorzugen Bakterien mit niedriger SFE scheinbar
Oberflachen mit ebenfalls niedriger SFE, wohingegen Bakterien mit hoher SFE eine
starkere Affinitat zu Substratoberflachen mit hohen SFE-Werten haben [Busscher et
al 1986; Weerkamp et al 1985; Quirynen und Bollen 1995; Morra und Cassinelli
1997; An und Friedmann 1998; Teughels et al 2006]. Der durchschnittliche SFE-
Wert fur Silikon liegt bei ca. 20mJ/m? [Pereni et al 2006; Hulterstrom et al 2008;
Hauser et al 2009], unsere Messungen ergaben einen etwas niedrigeren Mittelwert
von 11mJ/m? Die verschiedenen Kupferbeschichtungen hatten in unseren
Versuchen keine merklichen Anderungen der SFE zur Folge. Ebenso wurden die
Werte durch die kuinstliche Alterung nicht beeinflusst. Der in der Literatur zu
findende Mittelwert fur S. e. von 60 mJ/m? ist identisch zu unserem Ergebnis,
welches auch auf Grund des hydrophilen Charakters von S. e. zu erwarten ist.
[Barton et al 1996; Morra und Cassinelli 1997]. Die grofe Differenz der SFE-Werte
zwischen dem der Silikonoberflachen und dem der Bakterien deutet auf eine eher
geringe Adhasion hin [Pereni et al 2006; Burgers et al 2009b]. Silikon zeigt also
nicht nur auf Grund seiner niedrigen SFE-Werte gute physikalische Eigenschaften
im Hinblick auf die unerwinschte Anhaftung von S. e., sondern auch wegen seiner
Hydrophobizitat. Es ist zu erwahnen, dass S. e. nur eines der Bakterien ist, das bei

der komplexen Biofilmbildung auf Silikonimplantaten beteiligt ist. Dieser Fakt
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limitiert die Aussagekraft dieser in vitro Studie zu einem gewissen Grad. Im
Gegensatz zu unserem Ziel dieser Arbeit, die Bakterienadhasion zu reduzieren, gibt
es Versuche, durch Plasmabehandlung die Biokompatibilitat von Silikonimplantaten
zu erhohen, um die Zellaffinitat zu verbessern; hieraus resultieren Oberflachen mit
hoheren SFE und R,-Werten [Hauser et al 2009].

Die Messung der Freisetzung von Kupferionen der beschichteten Silikonoberflache
zeigte eine kontinuierliche Abgabe Uber einen Zeitraum von acht Wochen. Naturlich
ware eine langere Beobachtung der Kupferfreisetzung winschenswert gewesen, es
kann aber davon ausgegangen werden, dass diese bis in die 20. Woche andauern
wurde. Diese Annahme ist begrundet auf der Anzahl von Chitosan-Schichten, mit
der die Proben behandelt wurden. Die Freisetzung von Kupferionen konnte ab dem
Zeitpunkt der Implantation sowohl gegen fruhe und, durch die anhaltende Abgabe,
auch gegen spate Infektionen der Brustimplantate wirksam sein.

In dieser Studie wurde die antibakterielle und antiadhasive Wirkung von
Kupferionen nur fur die initiale, bakterielle Adhasion untersucht. Nachteilig ist
sicherlich, dass die Moglichkeit besteht, dass die Uberlebenden Bakterien wachsen
und einen Biofilm bilden. Es besteht die Annahme, dass es einfacher und
wirkungsvoller ist, direkt zu Beginn, wahrend die Bakterien fast ausschlieRlich in der
planktonischen Form vorliegen, vorzugehen, als gegen die komplexen Bioflime, die
bekannt fur ihre Widerstandsfahigkeit gegen die toxische Wirkung von Metallen sind
[Booth et al. 2011].

Es ist zu erwahnen, dass, obwohl Kupferionen giftig fur Bakterien sind, einige
Bakterienstamme Resistenzmechanismen gegen Kupfer entwickelt haben. Die
erworbene Kupferresistenz ist sowohl fur gram-positive als auch fur gram-negative
Bakterien beschrieben worden [Brown et al 1995; Hasman und Aarestrup 2002;

Hasman et al 2006], zum Beispiel fur einen vom Menschen isolierten Enterococcus
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faecium und Enterococcus faecalis [Hasman und Aarestrup 2002].

Die exakte Erfassung der anhaftenden Staphylokokken und die notwendige
Differenzierung zwischen toten und lebenden Zellen wurde im Versuch durch die
Fluoreszenzfarbung ermaglicht [Decker 2001]. Im Baclight staining wurden, in
Bezug auf die Gesamtmenge der erfassten Bakterien, signifikant mehr adhasive
Mikroorganismen auf dem unbeschichteten Referenzmaterial nachgewiesen als auf
den kupferbeschichteten Probekdrpern. Zudem wurden wesentlich mehr
membrangeschadigte und damit tote Zellen auf den kupferbeschichteten Proben
gefunden als auf dem Referenzmaterial. Es konnte kein deutlicher Unterschied
zwischen den mit verschiedenen Kupferkonzentrationen beschichteten
Silikonproben aufgezeigt werden. Und auch wenn keine signifikante, bakterizide
Wirkung fur hohere Kupferkonzentrationen gezeigt werden konnte, war eine
Tendenz fur eine konzentrationsabhangige, bakterizide Wirkung von hdheren
Kupferkonzentrationen erkennbar.

Leider sind die antibakteriellen Testmethoden wenig standardisiert und die
verschieden Methoden zur Quantifizierung antimikrobieller Aktivitat sind bekannt
daflr, sehr unterschiedliche Ergebnisse zu liefern [Kim et al 2008]. Einige Autoren
testeten die Empfindlichkeit von S. e. gegenuber verschiedenen Antibiotika auf
Silikonoberflachen mit Standard-Disc-Diffusionstests [van Heerden et al 2009].
Diese Standardmethoden erwiesen sich als ungeeignet fur die Evaluation des
antimikrobiellen Effekts metallbeschichteter Biomaterialien, da diese schlecht in
Wasser l6slich sind und keine Kupferionen in das Kulturmedium freisetzen. Das
Fehlen der typischen Inhibitionszonen bei den Agar-Diffusionstests kann als
Ausbleiben der antibakteriellen Wirkung fehlinterpretiert werden [Bechert et al 1999;
Alt et al 2004]. Das Kultivieren auf Agar-Platten ist ungeeignet, da nur lebende,

kultivierbare Bakterien erfasst werden. Nicht-kultivierbare Bakterien bleiben hier
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unberucksichtigt; trotzdem besitzen sie eine hohe Membranintegritdt und sind
potentielle Trager fur Infektionen [Boulos et al 1999, Decker 2001]. So diente uns
die Fluoreszenzmikroskopie zur direkten Uberwachung der bakteriziden und
antiadhasiven Wirkung von kupferbeladenem Substrat auf der Oberflache der

Probekdrper [Burgers et al 2009b und 2010].
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5. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die neuartige Kupferbeschichtung von
Silikonbrustimplantaten positive antiadhasive und antibakterielle Wirkung gegen
Staphylococcus epidermidis in vitro hat. Wir fanden mehr anhaftende Bakterien auf
dem Referenzmaterial als auf dem Kupferbeschichteten, jedoch ohne signifikanten
Unterschied zwischen den verschiedenen Kupferkonzentrationen. Obwohl keine
wesentliche bakterizide Wirkung fur hohere Kupferkonzentrationen nachgewiesen
werden konnte, war eine Tendenz hinsichtlich eines konzentrationsabhangigen,
bakteriziden Effekts fur hohere Konzentrationen erkennbar. Da die Kupferionen
nach und nach freigesetzt wurden, konnten wir einen antiadhasiven und
antibakteriellen Langzeiteffekt auf S. e. nachweisen. Die intensive, kunstliche
Alterung der Probekodrper hatte keine Veranderung der Oberflacheneigenschaften
zur Folge und damit auch keinen Einfluss auf die bakterielle Adhasion.

AbschlieBend ist anzunehmen, dass die Kupferbeschichtungen der
Silikonoberflachen fruhe und spate Infektionen von Brustimplantaten reduzieren und

somit auch die Zahl der damit einhergehenden Kapselfibrosen vermindern konnen.
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