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1. Einleitung

1.1 Silikon als Biomaterial

In vielen Bereichen der Medizin werden alloplastische Implantate in unterschiedlichen
Geweben des Korpers eingesetzt. Entscheidende Voraussetzung fiir die langfristige
Vertraglichkeit eines solchen Fremdkorpers ist seine Biokompatibilitat. Diese Eigen-
schaft beschreibt das Ausmal} der Wechselwirkung mit dem umliegenden Gewebe. Das
korperfremde Material soll nach Mdglichkeit Gber einen langen Zeitraum in seiner
Funktion erhalten bleiben, gleichzeitig aber das umliegende Gewebe nicht beschadigen
und das physiologische Gleichgewicht weder lokal, noch systemisch beeinflussen. Vie-
le Materialien erfiillen diese Anforderungen nur bedingt. Eine Verbesserung ihrer bio-
logischen Integration wiirde fiir die Medizin einen grolRen Zugewinn darstellen.

Silikone sind Polymere aus Siliziumderivaten mit einem sehr breiten Einsatz in unter-
schiedlichen medizinischen Disziplinen. Das am meisten verwendete Siloxanpolymer ist
das aus (CHs),SiO,-Einheiten aufgebaute Polydimethylsiloxan (PDMS), welches auch in
Brustimplantaten verwendet wird [1]. Silikone besitzen generell eine hohe Biokompa-
tibilitdat und wurden lange Zeit auch als chemisch und systemisch inert angesehen [2].
Sie sollten demnach keinen Einfluss auf physiologische, chemische oder immunologi-
sche Prozesse im menschlichen Koérper haben. Auch wenn Silikon sich nicht wie ein
Antigen verhalt [3, 4], zeigte sich in den vergangenen Jahren dennoch, dass die Implan-
tation anfanglich inert erscheinender Substanzen zu Entziindungs- und Einheilungspro-
zessen fuhrt [5]. Der Korper erkennt Silikon als Fremdstoff und reagiert mit einer Ent-
ziindung und Abkapselung [1]. Ist dieser Abkapselungsprozess gestort, kommt es zu
einer Uberschiefenden Fibrosierung. Dies gilt auch fir die Kapselkontraktur nach Im-

plantation von Silikonimplantaten.

1.2 Kapselkontraktur

Auf das Einbringen eines Fremdkoérpers reagiert der Kérper mit einer physiologischen
Entziindungsreaktion, bei der das Implantat vom restlichen Korper abgekapselt wird.
Diese Kapsel, bestehend aus Entziindungszellen, Fibroblasten und extrazellularer Mat-
rix (hauptsachlich Kollagen Typ1), ist normalerweise diinn und weich und hat keinen

oder kaum Einfluss auf das Erscheinungsbild der Brust. Die pro-und antifibrotischen
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Prozesse im periimplantaren Gewebe halten sich im Gleichgewicht. Wird dieses
Gleichgewicht gestort, kommt es zu einer GberschieBenden Bindegewebsakkumulation
und Kontraktion von Myofibroblasten um das Implantat. Dieser, als Kapselkontraktur
bezeichnete Prozess, kann zu Missempfindungen, Schmerzen oder Verhartungen mit
sichtbaren Formveranderungen von Implantat oder Mamma flihren und ist unter den
Langzeitkomplikationen bei Brustimplantaten einer der haufigsten Explantationsgriin-
de [6]. Bei hohergradigen Kontrakturen (Baker Ill und IV —s. Kap. 1.3) ist eine chirurgi-
sche Intervention erforderlich [7]. Diese erfolgt durch Explantation und Kapsulotomie

oder Kapsulektomie [7].

1.2.1 Epidemiologie

Aktuell (Daten von 2015) belegt die Brustaugmentation mit weltweit ca. 1,5 Millionen
Operationen Platz 1 der am haufigsten durchgefiihrten plastischen Eingriffe [8]. 2015
wurden alleine in Deutschland 52.991 Brustaugmentationen (davon 46,242 mit Silikon-
implantaten) von der International society of aesthetic plastic surgery (ISAPS) ver-
zeichnet [8]. Die Inzidenz der Kapselkontraktur ist nicht eindeutig. Wahrend Henriksen
et al. eine Kontrakturrate von 4,3% (Baker Il bis IV) bzw. 1,3% (Baker Il und IV) feststel-
len, kommen andere Autoren auf Kontrakturraten von bis zu 27% der Implantationen
[9-11]. Handel et al. beschreiben in ihrer Langzeitstudie an 1655 Implantaten das Risi-
ko einer Kapselfibrose (Baker Il und IV) mit 14% (ber 15 Jahre [12]. Zum Teil kommen
diese Unterschiede auch dadurch zustande, dass die Differenzierung zwischen Baker I
und lll sehr von der subjektiven Einschdtzung des Chirurgen abhangt [13].

Gleichzeitig scheint das Risiko einer Kapselkontraktur nicht linear Gber die Liegezeit
verteilt zu sein, sondern ist in den ersten Monaten bis zu einem Jahr am gréRten [11,
14, 15]. McGrath und Burkhardt verzeichneten in ihrer 5-Jahres-Statistik 87% der Kon-
trakturen im ersten, 12% im zweiten und jeweils 4% im dritten und vierten Jahr[16],
wahrend Henriks et al. in einem 2-Jahre-Follow-up 93% der Kontrakturen (Baker Il und
IV) im ersten Jahr verzeichneten [14]. Im weiteren Verlauf steigt das kumulative Risiko
der Kapselkontraktur mit der Liegezeit [12].

In ihrer Studie kommen Henriksen et al. zudem zu dem Schluss, dass die Kapselkontra-
kur (Baker Il und 1IV) mit 16%, gemessen an der Zahl aller zur Reoperation fiihrender

Ereignisse, nach der Implantatfehllage den haufigsten Reoperationsgrund darstellt
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[11]. Manche Autoren gehen davon aus, dass in etwa die Halfte aller Reoperationen

auf Kapselkontrakturen zurtickzufiihren sind [12, 17].

1.2.2 Atiologie

Siggelkow et al. konnten zeigen, dass das Ausmal} der Kapselkontraktur mit der Dicke
der Bindegewebskapsel, der Inflammation und der Verweildauer des Implantats zu-
sammenzuhdngen scheint [18]. Da Fibrin positiv auf die Fibroblastenaktivitdt und -
proliferation wirkt, stellen postoperative Himatome oder spatere Traumata ebenfalls
Risikofaktoren fiir eine Kapselkontraktur dar [10]. Hierbei spielen auch das Ausmal}
des Operationstraumas und der jeweilige Zugangsweg, sowie die Erfahrung des Chirur-
gen eine wichtige Rolle. Auch scheint die Implantatlage mit dem Kontrakturrisiko zu
korrelieren, welches bei submuskuldarer im Vergleich zu subglanduldrer Implantation
reduziert zu sein scheint [19, 20]. Eine anfangs ebenfalls geringere Kontrakturrate
kann bei texturierten im Vergleich zu glatten Implantaten gezeigt werden [21-24]. Die-
ser Effekt scheint sich bei langerer Liegezeit jedoch zu relativieren. So konnten Handel
et. al in ihrer 10-Jahre-follow-up-Studie ein Angleichen des Risikos nach 7 Jahren und
insgesamt keinen signifikanten Unterschied beobachten [12]. Fagrell et al. konnten im
7,5-Jahresvergleich ebenfalls keinen Unterschied zwischen texturierten und glatten
Implantaten zeigen [25], wogegen Liu et al. in ihrer Meta-Analyse (14 Studien < 3 Jah-
re, 2 =5 Jahre und 2 > 5Jahre) eine geringere Kontrakturrate um texturierte Implantate
feststellten [26]. Zudem scheint die Kapselkontraktur bei Rekonstruktionen und Revi-
sionen haufiger aufzutreten als bei kosmetischen Operationen [13, 27]. Ein tendenziell
ebenfalls geringeres Risiko scheint bei kochsalzgefiillten gegeniber silikongefillten
Implantaten vorzuliegen [28, 29], was jedoch nicht als gesichert gilt [19]. Hier ist die
Studienlage nicht eindeutig. GroRere Implantate (>350ml) haben zwar ein erhohtes
Risiko hinsichtlich der Notwendigkeit einer chirurgische Nachbehandlung, jedoch nicht
bezliglich der Entwicklung einer Kapselkontraktur [11]. Eine Schwangerschaft oder ein
hohes Patientenalter stellen keinen Risikofaktor fiir die Haufigkeit der Kapselkontrak-
tur dar, verkirzen allerdings die Zeit bis zur Manifestation [30]. Dagegen zeigt sich zwi-
schen der Kapselkontraktur und dem Ostrogenstatus oder der Menopause kein Zu-

sammenhang [10, 13].



1.2.3 Pathogenese

Obwohl die Ursachen der Kapselkontraktur noch nicht vollstandig geklart sind, gilt
eine multifaktorielle Genese als gesichert. Entscheidend fiir die Entstehung einer Kap-
selkontraktur sind eine liberschiefRende Entziindungsreaktion und Bindegewebsbildung
[6, 9, 15]. So kdnnen als Ausdruck der Entziindung und Fibrose eine verstarkte Fib-
roblastenpopulation sowie eine vermehrte Anzahl an aktivierten T-Zell-Lymphozyten
und Makrophagen bei Kapselkontrakturen nachgewiesen werden [31, 32].

Als Ursache der Entzlindung werden eine mikrobielle und eine immunologische Hypo-
these postuliert. Die mikrobielle Hypothese geht davon aus, dass Antigene im Gewebe
um das Implantat fiir eine subklinische, chronische Inflammation verantwortlich sind
[7, 32]. Der Umstand, dass in explantierten Kapseln hoher Fibrosegrade (Baker Il und
IV) signifikant 6fter eine Kolonisation festgestellt wurde als in Kapseln niedriger Fibro-
segrade (Baker | und 1), spricht fiir eine mikrobielle Beteiligung an der Entstehung der
Kapselfibrose [33]. Auch eine bakterielle Streuung aus einem anderen Fokus wird hier
diskutiert [15]. Allerdings konnte die Kontrakturrate durch die perioperative Gabe von
Antibiotika nicht eindeutig reduziert werden [34]. Dies spricht zumindest gegen eine
rein mikrobielle Ursache.

Die immunologische Hypothese geht davon aus, dass lokale und systemische Faktoren
eine chronische Inflammation verursachen [35]. 1994 wurde eine innere Zone der Kap-
sel, welche dem Implantat direkt anliegt, als synovia like metaplasia (SLM) beschrie-
ben [36, 37]. Sie besteht aus einer Reihe breiter, pseudopapilldrer Formationen, die an
synoviales Gewebe erinnern und dieser Zone ihren Namen gegeben haben [36]. Die
SLM ist diskontinuierlich und nicht immer vorhanden. lhre Inzidenz wird, abhadngig vom
Implantattyp, zwischen 40% und 87% geschatzt [18, 36, 38, 39]. Einige Autoren gehen
davon aus, dass die SLM der Ausgangspunkt flir die Entstehung einer fibrotischen Kap-
sel ist [40, 41]. In den an die SLM angrenzenden Zelllagen finden sich vermehrt in-
flammatorische Zellen wie eosinophile und neutrophile Granulozyten, Lymphozyten
und Plasmazellen, welche auf eine chronische Inflammation im Bereich der SLM hin-
weisen [39, 40]. So konnten Bergmann et al. einen statistischen Zusammenhang zwi-
schen dem Auftreten einer SLM und der inflammatorischen Reaktion feststellen [40].
Andererseits konnten Ko et al. in ihrer Studie keinen signifikanten Zusammenhang zwi-

schen Kapselkontraktur und SLM feststellen [39]. Beide, Inflammation und SLM, schei-
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nen in ihrem Ausmall vom Implantattyp abhdngig zu sein und beeinflussen die Archi-
tektur der entstehenden Bindegewebskapsel [40].

Als Folge der chronischen Inflammation kommt es zu einer gesteigerten Fibrose, wel-
che zu einer fortschreitenden Bindegewebeakkumulation um das Implantat fiihrt. Die
Folge sind Verhartungen und Schmerzen, die haufig eine chirurgische Intervention ver-

langen.

1.2.4 Entziindungsreaktion

CD4"*- und CD8'- Lymphozyten sind wichtige Elemente der zelluldren Immunabwehr
und konnen als Zeichen einer unspezifischen Entziindungsreaktion im Kapselgewebe
lokalisiert werden [32]. Persistieren sie Uber einen langeren Zeitraum, kann dies ein
Hinweis auf eine chronisch-subakute Entzlindungsreaktion sein [42]. Die Invasion und
Proliferation der Lymphozyten (und Makrophagen) wird unter anderem Uber die
Wachstumsfaktoren TGF-8 und PDGF (aus Thrombozyten und Makrophagen) stimuliert
[43, 44]. Gleichzeitig aktivieren sich Lymphozyten und Makrophagen gegenseitig, wo-
bei die Lymphozyten einen positiven Einfluss auf die Adhdsion der Makrophagen ha-
ben [45]. Funktional kénnen unter den T-Lymphozyten die CD4'- T-Helfer-Zellen und
die CD8 -regulatorischen-T-Zellen (T-reg.-Zellen), zu welchen auch die zytotoxischen T-
Zellen zahlen, unterschieden werden[46]. Unter den CD4+-T-Helferzellen gibt es zwei
wichtige Subtypen, die unterschiedliche Zytokine sezernieren. Die Thl Zellen exprimie-
ren IL-2, TNF-a und INF-y und haben eine proinflammatorische Wirkung, wahrend die
Th2 Zellen die Interleukine 4,5,6,10 und 13 sezernieren und einen suppressiven Effekt
auf die Inflammation haben [47, 48]. So genannte regulatorische T-Zellen (T-reg; fri-
her: Suppressor-T-Zelle) sind an der Steuerung der Immunabwehr und Limitierung der
Immunantwort beteiligt. Sie werden nach Funktion und Phanotyp in verschiedene Sub-
typen unterteilt. Boyce et al. konnten zeigen, dass durch einen Anstieg der CD8"-
regulatorischen-T-Zellen und ein Abfallen der CD4*/CD8"-Ration ein Herabregulieren
der Wundheilung beim Wundschluss gekennzeichnet ist, wahrend ein Anstieg der

CD4’- Zellen eine verstarkte Aktivitat der Wundheilung anzeigt [49].

IL-6 und TNF-a sind wichtige Mediatoren der Akutphasereaktion, mit der der Korper

systemisch auf Verletzungen oder Infektionen reagiert [50]. IL-6 wird von Makropha-



gen, Mastzellen, Keratinozyten und Lymphozyten freigesetzt [48]. Es induziert Fieber,
verstarkt die Synthese proinflammatorischer Zytokine und anderer Akutphaseprotei-
nen, aktiviert Leukozyten und stabilisiert die Extrazellularmatrix wahrend der Prolifera-
tionsphase [48, 51]. TNF-a ist an der Ausbildung einer systemischen Entziindungsreak-
tion beteiligt und wird unter anderem von T- und B-Lymphozyten, natiirlichen Killer-
Zellen (NK-Zellen) und Granulozyten produziert [52]. Der Faktor ist zwar fiir seine
Wachstumshemmung von Tumorzellen bekannt, wirkt aber wachstumsfordernd auf
Fibroblasten, Endothelzellen und Lymphozyten [53]. TNF-a induziert die Freisetzung
anderer Zytokine, wie die Interleukine 1,6 und 8 sowie die Synthese von MMPs [52].

Flir beide Mediatoren stellen Makrophagen eine Hauptquelle dar [44].

1.2.5 Die Rolle der Makrophagen

Makrophagen (im Gewebe auch Gewebsmakrophagen oder Histiozyten) sind ein zent-
raler Mediator der Wundheilung [44]. Sie beeinflussen das Verhalten anderer an der
Wundheilung beteiligter Zellen und nehmen dadurch Einfluss auf die Angiogenese, die
Fibrose und die Bildung von Extrazellularmatrix [48]. Die im Blut und Gewebe vor-
kommenden Monozyten differenzieren im Wundareal unter dem Einfluss von IL-2,
TNF-a, PDGF und IFN-y zu Makrophagen [54]. |hr Einwandern wird durch Zytokine,
welche von den Thrombozyten im periimplantaren Gerinnsel sezerniert werden, ge-
steuert [42]. Hierzu zadhlen unter anderem growth factors (TGF-R und PDGF), platelet
factors (PF4), Leukotriene (LTB4) und Interleukine (IL-1) [48]. Die Makrophagen selbst
sezernieren wiederum unter anderem TGF-B, PDGF, TNF-a, IL-6, G-CSF und GM-CSF,
welche weitere Makrophagen und Fibroblasten einwandern lassen [44, 48]. Gleichzei-
tig stimulieren sie tGber TNF-a und PDGF die Bildung der provisorischen Matrix, wobei
Fibroblasten unterstitzend wirken [48].

Makrophagen kénnen auf zwei unterschiedlichen Wegen aktiviert werden. Klassisch
aktivierte Makrophagen werden durch IFN-y und mikrobakterielle Produkte aktiviert.
Ihre Aufgabe besteht, neben der Phagozytose, in der Expression proinflammatorischer
Zytokine, der Hemmung antiinflammatorischer Zytokine und der Produktion von NO
[42]. Alternativ aktivierte Makrophagen werden durch IL-4, IL-3 und Glukokortikoide
aktiviert und wirken antiinflammatorisch. Sie spielen eine Rolle bei der Elemination

von Parasiten, Matrixumbau und allergischer Reaktion [42]. Durch das Ausschiitten
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von Wachstum- und Angiogenesefaktoren stimulieren alternativ aktivierte Makropha-
gen die Fibroblasteninvasion und -proliferation sowie die Kollagensynthese um das
Implantat [42, 55, 56]. Typisch fiir die Makrophagenoberflache ist das Antigen CD68,
welches zu Ihrer Identifizierung genutzt werden kann, auch wenn es nicht ausschlief-

lich auf Makrophagen vorkommt [57, 58].

1.2.6 TGF-B

Obwohl die hierbei involvierten Zusammenhange noch nicht abschlieRend verstanden
sind, scheint der transforming growth factor beta (TGF-B) eine zentrale Rollen im Pa-
thomechanismus der fremdkdrperinduzierten Kapselfibrose darzustellen [59]. So konn-
ten Kuhn et. al einen erhohten TGF-B-Spiegel im Gewebe um fibrotische Kapseln fest-
stellen [60]. Die Superfamilie TGF-B beinhaltet drei, sich in ihrer Wirkweise dhnelnde,
Faktoren (TGF-B 1 bis3), wobei TGF-B1 in der kutanen Wundheilung dominiert [59, 61].
Er wird unter anderem von Makrophagen, Thrombozyten und Lymphozyten sezerniert
[44] und stimuliert neben der Chemotaxis und Proliferation der Fibroblasten Monozy-
ten zur Sekretion von Wachstumsfaktoren und Entziindungsmediatoren (FGF, PDGF,
TNF-a, IL-1) [48, 62, 63]. AuBerdem wirkt er chemotaktisch und autokrin auf Makro-
phagen [44] und aktiviert die Angiogenese und die Sekretion von Fibronektin und Pro-
teoglykanen [44, 64, 65]. Zudem ist TGF-B ein &dullerst potenter Stimulator der Kolla-
gensynthese [65] und kann, je nach Konzentration, die Zellproliferation aktivieren oder
hemmen [48].

Daneben stimuliert TGF-B u.a. die Expression der beiden Faktoren CTGF und FGF [63,
66]. CTGF ist ebenfalls ein wichtiger Wachstumsfaktor in der Bindegewebssynthese
und hat viele gemeinsame Funktionen mit TGF-B [67]. Er kommt in Endothelzellen,
Fibroblasten, Knorpel und smooth-muscle-cells (Myofibroblasten) vor und stimuliert
die Mitogenese, Chemotaxis und Syntheseleistung der Fibroblasten [67]. Igarashi et al.
kommen zu dem Schluss, dass es sich bei CTGF um einen wichtigen autokrinen Wachs-
tumsfaktor der Fibroblasten handelt, dessen Expression durch TGF-B stimuliert wird
[66]. Seine genaue Rolle ist zwar noch nicht vollstandig geklart; dennoch geht man von
einer engen Korrelation zwischen CTGF und Fibrose aus [67, 68]. FGF kommt als basi-
sche (bFGF, FGF-2) und als saure (aFGF, FGF-1) Variante vor [48]. Wahrend beide Vari-

anten positiv auf die Endothelzelleproliferation wirken, stimuliert FGF-2 zuséatzlich die
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Epithelialisation, die Wundkontraktion und die Synthese von Kollagen, Fibronektin und

Proteoglykanen [44, 69].

1.3 Klassifikation der Kapselkontraktur

Als Einteilung des Schweregrades einer Kapselkontraktur hat sich im klinischen Alltag
die Klassifikation nach Baker bewahrt [70]. Hierbei werden 4 Auspragungsgrade an-
hand des klinischen Erscheinungsbildes unterschieden (siehe Tabelle 1.1). Diese sub-
jektive Einteilung ist sehr vom Untersucher und seiner Erfahrung abhangig, was sich
auch in den zum Teil sehr unterschiedlichen Ergebnissen zur Inzidenz der Kapselkont-
rakur wiederspiegelt. Um eine objektivere Klassifikation und somit eine bessere Ver-
gleichbarkeit zu erreichen, entwickelten Wilflingseder et al. den auf der Beurteilung
histologischer Parameter bestehenden Wilflingseder-Score (siehe Tabelle 1.2) [71].
Dieser, histologisch erhobene, Score korreliert mit dem klinisch erhobenen Baker-

Score [7, 72].

Tabelle 1.1 Klassifikation der Kapselkontraktur nach Baker [7]

Grad Baker

1 Breast absolutely natural; no one could tell that the breast was
augmented

2 Minimal contracture; the surgeon can tell that surgery was performed
but the patient has no complaint

3 Moderate contracture; the patient feels some firmness

4 Severe contracture; obvious just from observation

Tabelle 1.2 Klassifikation nach Wilflingseder [73]

Kapselgrad | ] n v
Dicke (mm) 1 2-3 2-3 5-10
Zelllagen Eine Zwei — vier Zwei — vier nekrotisch
Kollagenblindel | parallel | parallel/ multidirektional | multidirektional
multidirektional
Histiozyten mit | - + + +
Granula
Riesenzellen - - + +
mit Granula
Granulome - - - +




Seit Einfiihrung des Wilflingseder-Score wurden neue, umfangreichere Erkenntnisse

Uber die Kapselkontraktur gewonnen. Bergmann et al. kamen deshalb zu dem Schluss,

dass der Wilflingseder-Score nicht mehr zeitgemaR ist und haben diesen nach weite-

ren, histologischen Gesichtspunkten modifiziert (siehe Tab. 1.3) [40].

Tabelle 1.3 Wilflingseder-Score modifiziert nach Bergman et al. [40]

Kapselgrad | il 1 v

Dicke (mm) 1 2-3 2-3 5-10

Zelllagen Eine Zwei — vier Zwei —vier nekrotisch

Kollagenbiindel parallel parallel/ multidirektional | multidirektional
multidirektional

Granulome - - - +

Histiozyten - + ++ +++

Lymphozyten - + ++ +++

Granulozyten - + ++ +++

Dicke der SLM - + ++ +++

1.4 Einfluss der Implantatoberflache auf die Biokompatibilitat

Da ein Zusammenhang zwischen bakterieller Besiedelung der Implantatoberflache und
Kapselfibrose angenommen wird [33], ist zu vermuten, dass sich eine Reduktion der
Kontamination oder Infektion positiv auf die Kontraktur und die Fibrose auswirken [33,
74]. Durch Ausspllen der Implantattasche mit antibiotisch wirksamen Substanzen (z.B.
Povidon-lod, Cephalothin), konnte ein mindernder Effekt auf die Kapselkontraktur be-
obachtet werden [75]. Jedoch scheint die Kontrakturrate durch perioperative Gabe
von Antibiotika nicht eindeutig reduziert werden zu kdénnen [34]. Dagegen hemmt die
Gabe von Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten (p.o. oder als Injektion in die Implantat-
tasche) die Entziindungsreaktion und reduziert somit das AusmaR der Kapselbildung
[76, 77]. Eine weitere Moglichkeit zur Reduktion der Entzliindungsreaktion, der Fib-
roblastenproliferation, der Expression von TGF-B und Kollagen Typ |, sowie des totalen
Kollagengehalts, stellt die orale Applikation von Pirfenidon dar [78]. Hierdurch konnte

auch eine klinische Besserung bei bereits bestehender Kapselfibrose erreicht werden

[79].

Die 1968 konzipierte Polyurethanbeschichtung (PU) macht die urspriinglich glatte Sili-

konoberflache rau und stellt die dlteste Oberflichenmodifikation dar. Es zeigte sich,
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dass PU-beschichtete Implantate, unabhdngig von der Texturierung, eine geringere
Rate an Kapselkontrakturen als unbeschichtete Implantate aufweisen [80, 81]. Dieser
Effekt kann auf die aufgeraute Oberflaiche der Beschichtung, welche die Anordnung
der Kollagenfasern beeinflusst, zurlickgefiihrt werden [80]. Aufgrund der kanzeroge-
nen Wirkung des im Rattenmodell beim Abbau von PU entstehenden 2,4-
Toluylendiamin wurden die PU-Implantate 1991 freiwillig wieder vom US-Markt ge-
nommen [74, 82]. AuBerhalb der USA werden sie weiterhin hergestellt. Bei einem ge-
ringeren Langzeitrisiko eine Kapselkontraktur zu entwickeln, scheinen sie ein dhnliches
Sicherheitsprofil wie mechanisch texturierte Implantate zu haben [12, 80].

Durch eine Texturierung der Implantate wird ebenfalls eine Aufrauhung der Oberfla-
che erreicht [83]. Hierbei bleibt Silikon weiterhin die Kontaktfliche zum umliegenden
Gewebe. Eine Reduktion des Kontrakturrisikos durch die Verwendung texturierter Im-
plantate (s. Kap. 1.2.2) wird zwar in der Literatur diskutiert [23, 24], scheint sich in

Langzeitstudien jedoch nicht zu bestatigen [12, 25].

Neben rein physikalischer Parameter, kann sich auch eine Veranderung der chemi-
schen Eigenschaften der Oberflache auf die Kapselformierung auswirken. Phosphoryl-
cholin (PC) ist ein Bestandteil vieler Phospholipidmolekile, welche die Zellmembran
ausmachen. Aufgrund seiner Bipolaritat hat PC eine hohe Wasseraffinitat und bindet
viele Wassermolekiile. Diese erschweren das Anhaften von Biofilmen auf mit PC be-
schichteten Oberflachen. In einer tierexperimentellen Studie konnten Zeplin et al. zei-
gen, dass eine Beschichtung der Implantate mit Phosphorylcholin zu einer geringeren
Anhdufung von Makrophagen und somit zu einer signifikanten Reduktion der Kapseldi-
cke und Entziindungsreaktion nach 3 Monaten fihrt [84].

Eine andere Oberflachenmodifikation stellt die kontrollierte Freisetzung von Inhibito-
ren des TGF-B-Signalwegs dar [85]. Dieser spielt eine zentrale Rolle in der Bildung der
Kapselfibrose (s.a. Kap. 1.2.6). In der Signaltransduktion werden drei verschiedene
TGF-B-Rezeptoren unterschieden. TGF-B bindet zunachst eine transmembrane Se-
rin/Threonin-Kinase (TGF-B-Rezeptor Il), welche dann zusammen mit dem von ihr
phosphorylierten TGF-B-Rezeptor | smad-Proteine als second messenger phosphory-
liert. Der TGF-B-Rezeptor Il (Betaglycan) hat hierbei unterstiitzende Funktion. An-

schlieRend entsteht ein Heterodimer aus den zwei aktivierenden smad-Proteinen
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smad2 und smad3 sowie dem co-smad smad4, welches tGber Nukleoporine in den Zell-
kern eindringt und dort zusammen mit weiteren Transkriptionsfaktoren die Transkrip-
tion der Zielgene steuert [86]. Uber das inhibitorische smad-7, welches ebenfalls von
TGF-B aktiviertet wird, entsteht eine negative Riickkopplung, die die Starke und Dauer
der Aktivierung limitiert [87]. Smad3 ist ein entscheidender second messenger in der
Fibrose, welcher besonders die extrazelluldren Prozesse steuert[88]. So wird durch
den TGF-B-1/smad3-Signalweg die Synthese der Kollagene 1,3,5 und 6 induziert [89].
Durch eine Beschichtung mit Halofuginon, welches in die smad3-Phosphorylierung im
TGF-B-Signalweg eingreift und die Expression von Kollagen 1 unterdriickt, kann eine
Reduktion der Entziindung und Fibrosierung um die Silikonimplantate erreicht werden
[90].

Eine weitere, mogliche Modifikation ist die Inhibition der Fibroblastenproliferation
mittels 5-FU-Beschichtung (5-Fluorouracil). Dies fuihrt zwar zu einer Reduktion der Kol-
lagensynthese [91], verursacht in hoheren Dosierungen jedoch eine Verstarkung der

Entziindungsreaktion [91].

1.5 Rekombinantes Spinnenseideprotein als Beschichtungsmaterial

Die oben beschriebenen, teilweise erfolgreichen Versuche, Einfluss auf die Kapselfibro-
se zu nehmen, geben Anlass zu der Vermutung, dass die Biokompatibilitat von Silikon
durch eine Beschichtung seiner Oberflache weiter verbessert werden kann. Spinnen-
seide ist neben ihrer hohen Belastbarkeit auch fiir das Hervorrufen einer geringeren
Entziindungsreaktion bekannt [92-94]. Aus diesem Grund verwendeten ROmer und
Griechen sie bereits in der Antike zur Herstellung besonders gut vertraglicher Verban-
de [93, 95]. Die hohe Belastbarkeit und eine geringe Entziindungsreaktion machen
Spinnenseide zu einem interessanten Biomaterial flir die plastisch-chirurgisch orien-
tierte Materialforschung [92-94, 96]. So konnten Spinnenseidenfdaden bereits erfolg-
reich als Nahtmaterial oder als Leitstruktur bei Nervenrekonstruktionen eingesetzt

werden [92, 96, 97].

1.5.1 Spinnen und Netzaufbau
Spinnen gehoren zu den altesten und zu den vielfaltigsten Tieren auf unserem Plane-

ten [93]. |hre bekanntesten Vertreter bilden die Familie der echten Radnetzspinnen
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(Araneidae), welche die charakteristischen, speichenférmigen Netze spannen [93].
Diese Netze dienen den Spinnen vor allem zum Beutefang und miissen enorme Belas-
tungen aushalten. Im Laufe der Evolution haben Spinnen verschiedene Seidenfaden
entwickelt, welche den natiirlichen Anforderungen besonders gut angepasst sind.
Radnetzspinnen kénnen bis zu 7 unterschiedliche Faden absondern, die sie neben ei-

nem seidendhnlichen Klebstoff in ebenso vielen einzelnen Driisen produzieren [92-94].

Fir den Netzbau sind die Proteine der groRen Hauptdriise (MAS, major ampullate silk)
besonders wichtig. Sie dienen als stabile, zugfeste Faden der Grundkonstruktion des
Netzes, welche aus dem Rahmen und den nach innen laufenden Speichen besteht [93-
95]. Gleichzeitig dient diese Fadenart der Spinne auch als Abseilfaden bei Gefahr,
weswegen sie auch Dragline genannt wird [93-95]. Zur strukturellen Verstarkung des
Netzes werden die Faden der minor ampullate (MIS, minor ampullate silk) verwendet
[94, 95]. Diese besitzen eine ahnliche Zugfestigkeit, aber eine deutlich niedrigere
Dehnbarkeit als die major ampullate silk (MAS) [95]. Zwischen den stabilen Speichen
des Netzes wird die Fangspirale aufgespannt. Deren Faden sind weniger stabil, dafir
aber deutlich dehnbarer, wodurch beim Eintreffen eines Insekts ein hohes Maf3 an ki-
netischer Energie absorbiert werden kann [93, 95]. Um ein Anhaften der Beute zu ge-
wahrleisten versieht die Spinne diese Faden mit einem klebrigen Sekret [93, 94]. Je
nach Spinnenart werden die Faden des Netzes mehrmals am Tag oder erst nach meh-

reren Monaten erneuert [93].

1.5.2 Molekularer Aufbau und Assemblierung der Seidenfaden

Die Faden der Spinnenseide bestehen aus einzelnen Proteinpolymeren, deren Zusam-
mensetzung nicht immer vollstandig untersucht ist [95]. Die zwei am besten unter-
suchten Faden sind die Dragline der Gartenkreuzspinne (Araneus diadematus) und der
Goldene Seidenspinne (Nephila clavipes) [95]. Die Dragline besteht hauptsachlich aus
zwei Proteinen (Spidroin), wobei es unklar ist, inwieweit zusatzliche Proteine die
Struktur beeinflussen [95, 98]. Die Proteine der Dragline der Araneus diadematus wer-
den ADF-3 und ADF-4 (Araneus Diadematus Fibroin), die der Nephila clavipes MaSp1
und MaSp2 (Major ampullate Spidroin) genannt [95]. Beide bestehen aus hoch repeti-
tiven Kernsequenzen und daran angrenzenden, kurzen, nicht-repetitiven Sequenzen
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am Amino- und am Carboxylende [95, 99]. Die repetitiven Elemente der Seidenprotei-
ne kénnen in vier Gruppen eingeteilt werden: (A)n bzw. (GA)n, GPGXX, GGX und Spa-
cer (A fir Alanin, G fur Glyzin, P fiir Prolin, X fir Glutamin) [95, 99]. Diese Bausteine
wurden Uber 125 Mio. Jahre in den MAS unterschiedlicher Netzspinnen beibehalten
[99]. Man geht davon aus, dass der Aufbau der Primarstruktur der Spidroine besonders
wichtig fir die Assemblierung und die charakteristischen Eigenschaften der Seide ist
[99].

Mit Hilfe der Rontgenbeugeanalyse lassen sich elektronendichte von elektronenarmen
Regionen innerhalb eines Seidenproteins unterscheiden [93]. Die elektronenreichen
Regionen, welche vermutlich durch kristalline Strukturen mit hohem B—Faltblattanteil
hervorgerufen werden, sind fiir die Stabilitat der Proteine verantwortlich, wahrend die
elektronenarmen Regionen, welchen hydrogelartige Abschnitte mit amorphen Sekun-
darstrukturen zugeordnet werden, die Dehnbarkeit der Proteine ermdglichen [92, 93].
Je nach Seidenart findet sich eine unterschiedliche Verteilung der kristallinen und hyd-

rogelen Formen [93].

Die Seidenproteine werden von den tall columnar endothelial cells im oberen Ab-
schnitt der Seidendriise produziert und als hochkonzentriert wassrige Losung (50%
w/v) in die Drisen sezerniert [99]. Dort werden sie als kristalline Flissigkeit gespei-
chert und konnen bei Bedarf assembliert und als Faden extrudiert werden [93, 95].
Dabei wird die Proteinlosung durch den Spinnkanal geleitet, wo ihr Natrium- und Chlo-
rid-lonen sowie Wasser entzogen und Kalium-lonen sowie Protonen zugefiihrt werden
[93, 95]. Dies fuhrt zu einem Absinken des pH-Wertes von 6.9 auf 6.3 und einer Pha-
senseparation zwischen einer proteinreichen und einer wassrigen Losung [93, 95]. Die
Spinne kann nun mit ihren Hinterbeinen, bzw. durch den Zug der Schwerkraft beim
Abseilen, den Seidenfaden aus der Spinnwarze ziehen. Hierbei ist der durch den Zug
entstehende Laminarfluss fiir die Interaktion der einzelnen Proteine wichtig [93]. Um
einen sofortigen Einsatz bei Bedarf zu ermdglichen, verbleit ein Restfaden an der

Spinnwarze [93].
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1.5.3 Mdéglichkeiten zur Herstellung und Verarbeitung von Spinnenseide
Herkdmmliche Textilseide wird vom Seidenspinner (Bombyx mori) auf speziellen Sei-
denfarmen gewonnen [93]. Da die Qualitat der Spinnenseide stark von Umweltfakto-
ren wie Nahrung, Temperatur und Feuchtigkeit abhdangt und in Gefangenschaft gene-
rell vermindert ist, eignet sich die Produktion in speziellen Seidenfarmen nur bedingt
[93]. Zusatzlich machen der Kannibalismus und das territoriale Verhalten der Spinnen
die Haltung besonders aufwendig [93, 94, 99]. Die Spinnen missten in Einzelkafigen
gehalten und die Faden unter Betdaubung manuell geerntet werden [93]. Die hierbei
gewonnen Faden kdnnen zwar zur Forschung verwendet werden, sind aber fiir einen
grofd angelegten medizinischen Einsatz zu teuer [93].

In der rekombinanten Gentechnologie stellt man Proteine in genetisch verdnderten
Organismen, denen sie nicht entstammen, her [93]. Ublicherweise werden hierfiir ein-
zellige, gut untersuchte Pro- oder Eukaryonten als Wirte verwendet und deren Genom
um das Gen, welches das gewiinschte Protein codiert, erweitert [93]. Haufig sind hier-
bei noch molekularbiologische Anpassungen des Wirtsgenoms oder des neuen Gens
erforderlich [93]. Ein bekanntes Beispiel ist das, schon seit Jahrzehnten rekombinant

aus E.coli-Zellen gewonnene, humane Insulin [93].

Da Bakterien nur eingeschrankt in der Lage sind Proteine, die mehr als 1.200 Amino-
sauren lang sind, zu synthetisieren, eigenen sie sich fiir die Gewinnung der oft mehr als
5.000 Aminosduren langen Spinnenseideproteine nur bedingt [93-95, 100]. Neben der
Proteinlange ist auch die Codon-Verwendung von Bakterien und Spinnen unterschied-
lich. So werden in Bakterien bestimmte Aminosduren durch andere Triplet-Codons
kodiert als in der Spinne [93-95]. Um eine rekombinante Produktion trotzdem zu er-
moglichen, missen geeignete, eukaryotische Wirte, deren Codon-Verwendung der
Spinne dhnlich ist und welche Proteine in ausreichender Lange produzieren kdnnen,
verwendet werden [94]. Spinnenseide wurde bisher mit maRigem Erfolg in modifizier-
ten Bakterien, Hefen, Pflanzen, Insekten und Saugetierzellen produziert [99]. Durch
Baculoviren konnten Gene fiir Spinnenseide in Insekten (ibertragen und dort erfolg-
reich produziert werden, wobei aber auch hier die Ausbeute fir einen kommerziellen

Einsatz unzureichend ist [94, 95].
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Eine weitere, kostenglinstige Alternative ist es, die Proteine so anzupassen, dass sie
auch in einfach zu handhabenden Wirten produziert werden konnen [93-95]. Diese
neuen, synthetischen Proteine beinhalten zwar modifizierte Bausteine der originalen
Spinnenseide, sind aber ein reines Kunstprodukt und kommen in dieser Form in der
Natur nicht vor. Ein wichtiger Schritt fiir das Entwerfen neuer Proteine ist Die Identifi-
kation der fir bestimmte Eigenschaften verantwortlichen Primarstrukturen durch
Auswerten experimenteller Daten und Computeranalysen [93]. Ist die Aminosaurese-
guenz bekannt, so wird, mittels reverser Transkriptase, eine Genkassette konstruiert,
welche diese Aminosauresequenz kodiert und dieselben Codons wie der Wirtsorga-
nismus verwendet [93, 94]. Diese Genkassetten kdnnen nach Bedarf aneinander ge-
setzt und so zu neuen Seidengenen kombiniert werden [93]. Die neuen Gene werden
Uber Plasmide in die Bakterienzellen transferiert und anschlieBend dort synthetisiert
[93]. Durch dieses Vorgehen kann rekombinante Spinnenseide preiswert und standar-
disiert in einfachen bakteriellen Wirten hergestellt werden [93-95]. Es ermdglicht aber
auch ein Vereinen von Eigenschaften verschiedener Seidenfdden unterschiedlicher
Spinnen oder ein Erweitern um chemische oder biologische Eigenschaften durch das
Einbringen artifizieller Sequenzen [93-95].

Die synthetisch gewonnenen Seidenproteine sind der natlrlichen Seide in punkto Pro-
duktion und Anwendungsspektrum deutlich tberlegen [93, 99]. Mittels Zelllyse und
einer einfachen Reinigung, kdnnen die Proteine extrahiert werden, wobei eine Ergie-
bigkeit von 140 bis 360 mg-L"l erreicht werden kann [94, 95]. Die gereinigten Proteine
kénnen in einem gefriergetrockneten Zustand aufbewahrt und bei Bedarf nach Auf-
tauen und -l6sen weiter verarbeitet werden [94]. Unter natlirlichen Umstianden wer-
den die Proteine zu Faden assembliert, wohingegen in der rekombinanten Produktion
auch die Moglichkeit besteht andere Strukturen, wie z.B. Proteinfilme herzustellen
[93]. Bei der Beschichtung mit rekombinanten Spinnenseidenproteinfilmen wird das
Proteinlosungsmittel auf eine Oberfliche gegossen und anschlielend verdampft,
wodurch ein Film von wenigen Nano- bis zu mehreren Mikrometern Dicke entsteht
[101]. Durch die Wahl von Prozessablauf und Losungsmittel lassen sich die chemischen
und mechanischen Eigenschaften zusatzlich beeinflussen [93]. Auf diese Weise kdnnen
auch Silikonimplantate mit einem Proteinfilm lUberzogen werden und von dessen Ei-

genschaften profitieren.
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Das von der Firma AMSilk entworfene und vom Abseilfaden der Gartenkreuzspinne
(Araneus diadematus) abgeleitete, synthetische Protein ,Engineered Araneus
diadematus Fiber”, kurz eADF4(C16), stellt ein solches, rekombinantes Spinnensei-
deprotein dar. Sollte es dhnliche, antientziindliche Eigenschaften haben, wie sie bereits
von der Spinnenseide bekannt sind, kdnnte eine Beschichtung hiermit die Biokompati-
bilitat der Silikonimplantate verbessern und das Risiko der Kapselkontraktur vermin-

dern.

1.6 Untersuchung einer Beschichtung mit rekombinantem Spinnenseidenpro-
tein

Um die Auswirkung einer Beschichtung mit diesem, neuen Proteinfilm auf die lokale
Entziindungsreaktion, die Fibrosierung und die Kapselbildung untersuchen zu kénnen
eignet sich das Rattenmodell besonders gut. Dieses kommt dem menschlichen Orga-
nismus sehr nahe, ist gut verfligbar und konnte bereits zuvor zur Untersuchung ande-
rer Beschichtungen und der Kapselfibrose erfolgreich eingesetzt werden [40, 84, 90].
Analog zu den vorausgegangenen Untersuchungen wurden im vorliegenden Experi-
ment Silikonimplantate mit rekombinanter Spinnenseide beschichtet und in Sprague-
Dawley-Inzuchtratten implantiert und nach 3, 6 und 12 Monaten zusammen mit dem

perikapsularen Gewebe explantiert (s.a. Kap. 2).

1.7 Zielsetzung

Gegenstand dieser Dissertation sind die Analyse und Auswertung des in o.g. Tierver-
such gewonnen Gewebe mittels Histologie, Immunhistologie und quantitative-Real-
Time-Polymerase-Chain-Reaction (qRT-PCR). Untersucht werden soll die Frage, ob die
Ubermalige, periprothetische Fibrosierung durch eine Beschichtung herkdmmlicher
Implantate mit dem synthetischen Spinnenseideprotein eADF4(C16) vermindert wer-

den kann. Daraus ergeben sich folgende Arbeitshypothesen:

Eine Beschichtung der Silikonoberflaiche mit eADF4(C16) hat keinen Einfluss auf die

Entziindungsreaktion und Fibrosierung im periprothetischen Gewebe (HO).
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Eine Beschichtung der Silikonoberflache mit eADF4(C16) vermindert die Entziindungs-
reaktion und Fibrosierung um die Implantate und verbessert so deren Biokompatibili-

tat (H1).
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2.Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Genehmigung

Fir den vorliegenden Versuch wurden 60 mannliche Sprague-Dawley Inzuchtratten
(Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland) im Alter von 12 Wochen und einem Aus-
gangsgewicht von 250 — 300 g verwendet. Diese wurden in zwei Gruppen randomisiert.
Die Kontrollgruppe (KG) erhielt unbehandelte; die Untersuchungsgruppe (SG) mit eAD-
FA(C16) beschichtete Implantate. Beide Gruppen wurden in jeweils 3 Untergruppen

unterteilt.

Tab. 2.1 Einteilung Verteilung der Versuchstiere auf Untersuchungs- und Kontrollgruppe

Explantation nach 3 Monaten 6 Monaten 12 Monaten
Kontrollgruppe KG-3 (n=9) KG-6 (n=9) KG-12 (n=12)
Untersuchungsgruppe | SG-3 (n=9) SG-6 (n=9) SG-12 (n=12)

Die Tiere wurden zu jeweils 5 Stiick in mit Sdgemehl ausgelegten Kafigen (Polycarbo-
nat, Makrolon® Typ IV) in Lamin-Air-Flow-Schranken® (Scanbur, Koge, Danemark) im
Kleintierlabor der Universitatsklinik Wiirzburg gehalten. Der Tag-Nacht-Rhythmus be-
trug 12h, die Raumtemperatur 21 + 2 °C und die relative Luftfeuchtigkeit 50 — 60%. Die
Tiere erhielten wahrend der gesamten Zeit Altromin® Pressfutter und Trinkwasser ad
libitum. lhre Gesundheit wurde regelmafig kontrolliert und die Kafige wurden bei Be-
darf gewechselt. Die Genehmigung des Tierversuches erfolgte durch den Tierschutzbe-
auftragten der Universitat Wirzburg bei der Regierung von Unterfranken (Zulassungs-
nummer AZ 55.2-2531.01-19/09). Alle Eingriffe wurden von autorisierten Personen

(Herr Dr.med. M. Jordan und Herr Priv.-Doz. Dr. med. habil. Philip Zeplin) durchgefiihrt.

2.2 Implantate

Fiir die Versuche wurden texturierte Miniatursilikonimplantate (Polytech Health &
Aesthetics, Dieburg, Deutschland), bestehend aus einer soliden dufReren Silikonhiille
und einem fliissigen Silikongel im Inneren, verwendet. Der Durchmesser der Implanta-
te betrug 2,6cm und das Volumen 3ml. Jeweils 30 Implantate wurden auf die Kontroll-

gruppe KG und auf die Spinnenseidengruppe SG verteilt. Die Implantate der SG wurden
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zuvor durch die Firma AMSilk (AMSilk GmbH, Planegg/Martinsried, D) mit dem Protein-
film eADF4(C16) beschichtet.

2.3 Beschichtung der Implantate

Das rekombinante Spinnenseidenprotein eADF4(C16) (AMSilk GmbH, Pla-
negg/Martinsried, D) wurde nach der Herstellung in einer Konzentration von 1% (m/v)
in 6M Guanidiniumthiocyanat gel6st und mit dem gleichen Volumen 50mM Tris/HCI
pH 9 (Tris Puffer) versetzt. Uber Nacht erfolgte eine Dialyse mit 50mM Tris Puffer bei
4°C. Verbliebene Guanidiniumthiocyanat Riickstdande wurden mittels Querstromfiltra-
tion bei 4°C entfernt und das Protein anschlieRend auf 10,9g/| aufkonzentriert.

Die Silikonimplantate wurden vor der Beschichtung mit 70% (v/v) Athanol gespiilt und
bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend wurden sie 3-mal fiir 120ms in die zu-
vor hergestellte Seidenproteinlosung getaucht und jeweils fiir 300s bei Raumtempera-
tur getrocknet. Danach wurde die Beschichtung durch Eintauchen in 1M KH,PO,4 L6-
sung flr 120s und anschlieBende Trocknung bei Raumtemperatur flr 120s fixiert, mit
0,9% (m/v) NaCl-Losung gespdlt, in sterilen Behaltern mit 500um 0,9% (m/v)NaCl-

Losung aufbewahrt und mittels Gamma-Strahlung sterilisiert.

2.4 Implantation

Die Tiere wurden wahrend der Implantation mit Isofluran (Forene®, 1-Chlor-2,2,2-
trufluoroethyl-difluor-methylether, Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) betaubt.
Am kaudalen Riicken wurde jeweils eine Tasche unter dem Panniculus carnosus prapa-
riert und das Implantat unter Berlicksichtigung steriler Kautelen dort implantiert. Der
Waundverschluss erfolgte mit nicht resorbierbaren Faden, welche 2 Wochen postopera-
tiv wieder entfernt wurden. Als Schmerzprophylaxe wurde den Ratten einmalig Tra-
mal® (Tramadolhydrochlorid, Griinethal GmbH, Aachen) i.m. appliziert. Postoperativ
wurden die Tiere unter eine Warmelampe gelegt. Eine tagliche Wundkontrolle fand

statt.
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2.5 Explantation

Das Ausgangsgewicht der Ratten hatte sich auf durchschnittlich 450g verdoppelt. Die
Tiere wurden erneut mit Isofluran betdaubt und die Implantate samt der sie umgeben-
den fibrosen Kapsel entfernt. Die Kapsel wurde vom Implantat geldst und in drei Teile
geteilt. Der erste Teil wurde in Formaldehyd eingelegt und diente fiir die spateren Pa-
raffinschnitte. Der zweite Teil diente der Gewinnung von Gefrierschnitten und wurde
in einem Plastikrohrchen (Cat-NR: PR0O2 3,5ml; Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland)
mit Tissue Tek® (Cat-NR: TTEK 125ml; Hartenstein, Wirzburg, Deutschland) eingelegt,
bei -196°C in flissigem Stickstoff tiefgefroren und anschlieRend bei -18°C in einem Eis-
schrank aufbewahrt. Der dritte Teil wurde fir die Untersuchung mittels PCR in ein
Rohrchen RNA-Later® (Best.-Nr. AM7022, Ambion, Austin, USA) gegeben. Alle Proben
wurden verschllsselt beschriftet und dokumentiert. Die Tiere wurden nach der Explan-

tation durch einen Herzschnitt getotet.

2.6 Analyse der Beschichtung nach Explantation

Die explantierten Silikonimplantate wurden durch die Firma AMSilk (AMSilk GmbH,
Planegg/Martinsried, D) auf verbleibende Uberreste des Proteinfilms untersucht. Sie
wurden hierflir vom Kapselgewebe befreit und bis zur Analyse am Folgetag in Saline
gelagert. Anschliefend wurden sie bei Raumtemperatur fiir 30 min in 50ml Phosphat-
gepufferter-Saline (PBS) und mit 5% (m/v) Magermilchpulver geblockt. Danach wurden
sie 60 min in einer Hybridisierungslosung bestehende aus 50 ml PBS, 1% Magermilch-
pulver und T7-Tage Antikérper HRP-Konjugat (Novagen #69048-3, Merck Millipor,
Darmstadt, Deutschland, Verdiinnung 5000-fach) inkubiert, gewaschen und im Dun-

keln in Lumi—LightPLUS

Losung (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland) erneut inku-
biert. Nach Entfernen der Losung wurde die Chemilumineszenz bei einer Belichtungs-
zeit von 1-2 min mit einem ProXima 10 Phi-Scanner (Isogen, De Meern, Niederlande)

aufgezeichnet.
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2.7 Histologische und immunhistologische Untersuchung

2.7.1. Anfertigen von Paraffinschnitten

Die entnommenen und in 3% Formaldehydlosung eingelegten Kapselproben wurden
im pathologischen Institut der Universitat Wirzburg mithilfe einer Entwasserungsma-
schine (Bavimed Laborgeratebau GmbH, Birkenau, Deutschland) dehydriert, in 80°C
warmes Paraffinwachs eingelegt und zur Auskihlung bei Raumtemperatur 24h gela-
gert. Aus diesen Blocken wurden mit einem Schlittenmikrotom Hn40 (Leica Microsys-
tems AG, Wetzlar, Deutschland) und einer S22 Klinge (Microtome Blade, Feather Safety
Razor Co., Ltd., Osaka, Japan) 5um dicke Schnitte angefertigt und immer paarweise auf
einem Objekttrager aufgebracht. Die Schnitte blieben bei 40°C Uber Nacht in einem
Trockenschrank (Memmert, Schwabach, Deutschland) und wurden anschlieRend bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

2.7.2. Anfertigen von Gefrierschnitten

Die Proben wurden aus den Gefrierréhrchen, in denen sie nach der Explantation gela-
gert wurden, entnommen und mit Tissue Tek® (TTEK 125ml; Apotheke Hartenstein,
Wirzburg, Deutschland) auf dem Kryotrager eines Kryostat (Cat-Nr. CM3050S, Leica
Microsystems AG, Wetzlar, Deutschland), dessen Innenraum auf -20°C abgekiihlt war,
fixiert. Nachdem die Probe solange getrimmt wurde, bis sich eine glatte Schnittflache
ergab wurden 5um dicken Schnitte angefertigt und immer paarweise auf einem be-
schrifteten Glastrager (Superfrost Plus 03-0060, Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland) abgelegt. Die fertigen Schnitte wurden bei -18°C im Eisschrank gelagert.

2.7.3. Pufferherstellung

Tris-NaCl, 5I:

1. 40,5g NaCl (Art.-Nr. 1080181, Fresenius, Bad Homburg vor der H6he, Deutschland)

2. 3,0 g Tris (Art.-Nr. 48551 M 121,14g/mol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

3. pH 7,4 auftitriert mit HCL > 32% M 36,46 g/mol (REF P074.1, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland)

PBS:

1. 5,01 H,o (Art.-Nr. 1080181, Fresenius, Bad Homburg vor der Hohe, Deutschland)

2. 10 Tabletten PBS (Oxoid Limited, Basingstoke, Hampshire, United Kingdom; Art.-Nr.
BR0014G, )
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2.7.4 Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Bestandteile der Farbung:
1.) Mayer’s Hamatoxylin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; Cat-Nr. MHS32-1L;
LOT: 091M4374)
2.) Eosin-Floxin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; Cat-Nr. HT110332-1L; Lot:
040M4352)

Hamalaun ist ein basophiler Farbstoff, welcher vor allem saure Zellbestandteile wie
DNA (Zellkern) und RNA blauviolett farbt. Die Gegenfarbung erfolgte mit dem syntheti-
schen Farbstoff Eosin, welcher vor allem azidophile Strukturen wie Proteine und Kol-

lagen hellrosa bis pink farbt.

Protokoll der HE-Farbung:

1.) Entparaffinieren: Gewebeschnitte fir 10 min. in Xylol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA; Cat-Nr. 16446-2.5L; Lot: SZBB2410V)gegeben.

2.) Hydrierung in absteigender Alkoholreihe: Zweimal abs. Alk. (absoluter Alkohol
Uber die Klinikapotheke, Uniklinik Wiirzburg, Deutschland) fiir je 5 min., 80% Alk.
fir 3 min., 70% Alk. fir 3 min., 50% Alk. fir 3 min. und Aqua dest. (destilliertes
Wasser Uber die Klinikapotheke, Uniklinik Wiirzburg, Deutschland) fiir 3 min.

3.) Eintauchen in Mayer’s Hamatoxylin fiir 15 min.

4.) 10 min. Spilen mit Leitungswasser (,,Blauen”)

5.)  kurzin Aqua dest. spilen

6.) flr 2 bis 3 min. in die Eosin-L6sung geben.

7.)  kurzin Agua dest. spiilen

8.) Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe: 50% Alk. fiir 3 min., 70% Alk. fir 3
min., 80% Alk. fur 3 min. und zweimal abs. Alk. fir 5 min.

9.) zweimal fiir 10 min. in Xylol geben.

10.) Eindecken mit Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland; Cat-NR.
1.07960.0500; Lot: HX887226) und mit Deckglasern konservieren.

Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte mittels eines Olympus®-
Mikroskop (Typ BX 51 TF Nr. 0c22834, Firma Olympus, Hamburg, Deutschland) und
einer Olympus Digitalkamera (DP 71 Nr. 7E10977, Firma Olympus, Hamburg, Deutsch-
land), sowie dem Programm cellSens_Dimensions (Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH, Minster, Deutschland). Es wurden je 100 Gesichtsfelder der 6 Gruppen (KG 3,6
und 12 sowie SG 3,6 und 12) randomisiert ausgewahlt und ihre Kapseldicke in 100-

facher VergrofRerung zwischen zwei parallel verlaufenden Linien an der diinnsten Stelle
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im Gesichtsfeld in um gemessen. Die Ergebnisse der Auswertung wurden als Zahlen-

werte in einer Excel® Tabelle festgehalten.

2.7.5. Immunbhistologie

Bei den immunhistologischen Farbungen wurde die Methode der indirekten Farbung
verwendet. Wahrend die primaren (IgG, monoklonal) Antikérper (AK) gegen das zu
untersuchende AG gerichtet waren, waren die sekundaren (IgG, polyklonal) AK gegen
den verwendeten primaren AK gerichtet. Monoklonale AK entstammen nur einer Zell-
reihe und sind spezifischer als polyklonale Antikorper. Sie weisen dadurch weniger
Kreuzreaktivitat auf, sind aber anfalliger fiir Epitopenanderungen. Polyklonale Antikor-
per stammen aus verschiedenen B-Zelllinien und sind weniger spezifisch, aber auch
weniger anfallig fur Epitopendnderungen. Da sie jedoch nicht aufgereinigt sind, kénnen
Serumproteine zu unerwiinschten Hintergrundfarbungen fiihren. Um den Erfolg der
Farbevorgange zu beurteilen wurden jeweils eine Positiv- (Haut- bzw. Milzgewebe) und
eine Negativkontrolle (Gewebeprobe ohne primaren Antikérper) mitgefarbt.

An die sekundaren Antikorper war die horseradish peroxidase (Peroxidase aus Meer-
rettich) gekoppelt. Durch Auftragen von Peroxid auf das Praparat farbten die entstan-
denen Protonen das beigefligte Chromogen DAB (3,3'-Diaminobenzidin) an den Stellen
mit sekundarem Antikdrper braun. Diese Farbung konnte anschliefend unter dem
Mikroskop beobachtet und ausgewertet werden. Um eine unspezifische Protonierung
des Chromogens zu vermeiden wurde vor der Farbung die endogene Peroxidase mit-
tels einer Peroxid-Methanol-Lésung (3ml 30% H202 in 200 ml Methanol) blockiert.
Eine Gegenfarbung mit Hamalaun farbte die basophilen Zellkerne blauviolette. Dies

ermoglichte eine Differenzierung einzelner Zellen.

Farbeprotokoll der Immunhistologie:

1.) 10 min. Einwirken in Aceton (Firma: Sigma Aldrich; Cat-NR: 32201-2,5L)

2.) 15 min. Lufttrocknen

3.) 3 mal 5 minin Puffer waschen

4.) 30 min. Einwirken in H202-Methanol Lsg. (Firma: Sigma Aldrich, Cat-NR: 32213-
2,5L)

5.) 3 mal 5 min. in Puffer waschen

6.) Primdren Antikorper in entsprechender Verdiinnung mit antibody diluent (Firma:
Dako; Cat-NR: S2022; Lot-NR: 00074952) lber Nacht bei 4°C in der feuchten

Kammer inkubieren
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7.)
8.)

9.)
10.)

11.)
12.)
13.)
14.)

15.)

16.)
17.)

3 mal 5 min. in Puffer waschen

Sekundaren Antikorper, in einer Verdinnung von 1:100 mit antibody diluent
(Firma: Dako; Cat-NR: S2022; Lot-NR: 00074952), bei Raumtemperatur 1h in der
trockenen Kammer inkubieren.

3 mal 5 min. in Puffer waschen

DAB-Farbung (Firma: BioGenex, Cat-NR: HK130-5K) nach Gebrauchsanweisung
auftragen

3 mal 5 min. in Puffer waschen

Kurz in Aqua dest. spiilen

5 min. in Mayer’s Hamatoxylin

10 min. mit Leitungswasser (,,blauen”) und anschliefend kurz in Aqua dest. spi-
len

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe. 50% Alk. fir 3 min., 70% Alk. fir 3
min., 80% Alk. fir 3 min. und zweimal abs. Alk. fiir 5 min.

2 mal 10 min. in Xylol (Firma: Sigma Aldrich; Cat-NR: 16446-2,5L) gegeben
Eindecken mit Entellan (Firma: Merck KGaA; Cat-NR: 1.07960.0500; Lot:
HX887226) und mit Deckgldasern konservieren.

Tab. 2.2 Ubersicht der verwendeten Marker der Inmunhistologie

AK Fir- Kat-NR Isotyp | Ver- Spezifi- | Puffer Blocking Cross- Sek. AK
ma LOT diin- tat reactivity
nung
CDh4 Se- MCA372G | mono 1:1000 | Mouse- | Tris-NaCl | Peroxidase | Rat Dako, P0161
(Do- rotec | /1204 IgG2a a-Rat Lot: 77715
main (Mouse-a-R)
1)
CD8 Se- MCA48R/ mono 1:1000 | Mouse- | Tris-NaCl | Peroxidase | Rat Dako, P0O161
alpha | rotec | 1004 IgG1 a-Rat Lot: 65051
(Mouse-a-R)
CD68 | Se- MCA341R | mono 1:1500 | Mouse- | Tris-NaCl | Peroxidase | Rat Dako, P0O161
rotec | /31208 IgG1 a-Rat Lot: 65051
(Mouse-a-R)
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TGF- Se- MCA797/ mono 1:500 Mouse- | Tris-NaCl | Peroxidase | Human, Dako, P0161

R-1 rotec | 111010 1gG1 a- Rat, Mus- | Lot: 65051
Human telid, (Mouse-a-R)

Mink

P4AHB | Acris | AF  5110- | mono 1:500 Mouse- | Tris-NaCl | Peroxidase | Rat Dako, P0161

(Fib- 1/ IgG1 a-Rat Lot: 77715

robla (Mouse-a-R)

sten)

Die Auswertung der immunhistologischen Schnitte erfolgte mittels eines Olympus®-
Mikroskop (Typ BX 51 TF Nr. 0c22834, Firma Olympus, Hamburg, Deutschland) und
einer Olympus Digitalkamera (DP 71 Nr. 7E10977, Firma Olympus, Hamburg, Deutsch-
land) sowie dem Programm cellSens_Dimensions (Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH, Miinster, Deutschland). Je Gruppe und Marker wurden 100 Gesichtsfelder bei
einer VergrofRerung von 1:200 (1:400 fur Fibroblasten) zufallig so ausgewahlt, dass die
Bindegewebskapsel 2/3 und die leere Implantattasche 1/3 der Flache ausmachten. Die
positiv gefarbten Zellen wurden nun manuell ausgezahlt. Hierbei zahlten nur solche
Zellen als positiv, deren Zytoplasma/Zelloberflache braun und ihr Zellkern erkennbar
blauviolette gefarbt waren. Die Anzahl der positiven Zellen wurde fiir jedes Gesichts-

feld in einer Excel® Tabelle festgehalten.

2.8 quantitative-Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction (qRT-PCR)

Bei der aus mehreren Zyklen bestehenden PCR wird die cDNA einer Probe je Zyklus
dupliziert, so dass eine exponentielle Vervielfaltigung der DNA stattfindet. Hierfir be-
notigt man neben Desoxynukleotiden eine DNA-Polymerase, welche die Duplikations-
reaktion katalysiert und einen Primer, der den zu duplizierenden Genabschnitt mar-
kiert. Um die in der Probe vorhandene Menge an mRNA zu quantifizieren wird bei der
guantitativen Echtzeit-PCR (quantitativ-real-time-PCR, gRT-PCR) nach jedem Zyklus
eine Fluoreszenzmessung durchgefiihrt. Die ermittelte Fluoreszenz des Zielgens wird

in Relation auf ein konstantes Referenzgen (Housekeeping-Gene) bezogen. Da die Flu-
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oreszenz proportional zur Menge an DNA ist, kann so eine relative Quantifizierung

stattfinden.

Die gesamte RNA der Gewebeproben wurde mit TRIZOL (Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers isoliert. Aus 1 ug der RNA wurde die
cDNA synthetisiert. Dieser Schritt erfolgte mit dem ThermoScript RT-PCR-System (Invit-
rogen, Darmstadt, Deutschland). Fir die anschlieRende PCR-Reaktion wurde die
GoTaq-Flexi-DNA-Polymerase (Promega, Madison, Wisconsin, USA) benutzt. Um falsch
positive Ergebnisse durch RNA- oder DNA-Kontamination zu vermeiden wurden mRNA-
spezifische Primer verwendet. Fir die Quantifizierung der untersuchten Gene wurde
das unspezifische SYBRGreen®Premix (Eurogentec, Searing, Belgien) in einem Opti-
con2-Cycler (Biogard, Miinchen, Deutschland) verwendet. Die Temperatur betrug 55°C.
Die Fluoreszenz wurde wahrend aller Zyklen gemessen und als Standard-Kurve aufge-
zeichnet. In logarithmischer Darstellung ergab sich ein linearer Plot der Ct-Werte. Die
synthetisierte DNA-Menge jeder Untersuchung wurde anhand der Standardkurve
quantifiziert, als willkirliche Einheit angegeben und in Relation auf das Housekeeping-
Gen (B-Aktin) bezogen.

Der Ct-Wert (cycle threshold) beschreibt die Zykluszahl, ab der erstmalig eine Fluores-
zenz gegeniliber dem Hintergrundrauschen abgegrenzt werden konnte. Er markiert
auch den Start des exponentiellen Wachstums. Je mehr mRNA anfangs in der Probe
vorhanden war, desto weniger Zyklen wurden gebraucht um den cycle threshold zu
erreichen. Der ct-Wert ist somit umgekehrt proportional zur Anfangs vorhandenen

RNA-Menge in der Probe.

Ct = cycle threshold des untersuchten Gens
ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen
AACt = ACt KG — ACt SG

Fold Change Ratio = 2!

Folgende Primer wurden verwendet: P4HB (als Marker fir Fibroblasten), Kollagen-Typ-
I, Kollagen-Typ-Ill, CD4, CD8, CD68, TGF-B1, CTGF, FGF2, IL-6, TNF-a (Quiagen, Hilden,

Deutschland).
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2.9 Statistische Methoden

Die Analyse der gesammelten Daten erfolgte mit SPSS 15.0 (Statistical Package for the
Social Science, IBM, Armonk, USA). Die Ergebnisse wurden als Mittelwert (M) £ Stan-
dardabweichung (SD) angegeben. Zum Vergleich der einzelnen Gruppen wurde der
Mann-Whitney-U-Test (auch: Whitney-Mann-Wilcoxon-Test, U-Test) verwendet. Das
Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 definiert. Die Auswertung wurde vom Lehrstuhl
fur Mathematik VIII-Statistik der Universitat Wirzburg (Emil-Fischer-Str. 30, 97074

Wirzburg) unterstiitz.

2.10 Versuchsplanung

Der Versuchsaufbau richtete sich nach den Vorgaben der Europdischen Norm, EN I1SO
10993-6:2007, mit dem Titel: ,Biologische Beurteilung von Medizinprodukten — Teil 6:
Prifung auf lokale Effekte nach Implantation”. Der Versuchsablauf deckt sich mit den
normativen Prifverfahren fiir Implantate in subkutanem Gewebe. Mit der Quantifizie-
rung der verschiedenen Zelltypen, ihrer Genexpression und der Kapseldicke wird ein
hohes Mal’ an Objektivitat und Vergleichbarkeit gewahrleistet.

Durch Berlicksichtigung der europaischen Leitlinien kénnen Untersuchungen verschie-
dener Arbeitsgruppen besser verglichen werden. Des Weiteren soll die Umsetzung in

ein Medizinprodukt in Zukunft auf einheitlichen Richtlinien basieren.
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3.Ergebnisse

Wahrend des Untersuchungszeitraumes schieden jeweils ein Tier der Gruppen SG-6
(14.07.2011) und SG-12 (19.09.2011) auf Grund eines kutanen Bindegewebetumors
aus. Beide Tiere wurden autopsiert und jeweils Leber, Milz, Lymphknoten und periim-
plantdre Kapsel histopathologisch untersucht, wobei sich kein Hinweis auf einen Zu-
sammenhang zwischen dem Auftreten des Tumors und dem Implantat oder seiner
Beschichtung ergab. Zwischen In- und Explantation der restlichen Implantate lagen
jeweils 3, 6 oder 12 Monate. Allgemein- und Erndhrungszustand der Ratten waren
Uber den gesamten Zeitraum unauffallig. Nach Entnahme der Implantate war bereits
makroskopisch ein Unterschied in der Auspragung der periimplantiaren Kapsel zwi-
schen der SG und der Kontrollgruppe erkennbar (Abb. 3.1). Fir die histologischen und
immunhistologischen Untersuchungen wurden aus jeder Versuchsgruppe 10 Proben
entnommen, die in jeweils 10 unterschiedlichen Gesichtsfeldern unter dem Mikroskop
untersucht wurden. Kapselgewebe der Proben nach 3 und 12 Monaten wurden zusatz-
lich mittels gRT-PCR auf den mRNA Gehalt bestimmter Gene untersucht.

Mittels Chemilumineszenz wurden die explantierten Silikonimplantate auf verbleiben-
de Seidenproteine untersucht. Hierbei konnten bis zu 12 Monate nach der Implantati-

on noch Reste der Proteinbeschichtung nachgewiesen werden [102].

Abbildung 3.1 Beispiele fiir Implantate mit umgebender Kapsel 12 Monate nach Implantation. A Mit
fibrinéser Kapsel iiberzogenes Implantat (ohne Seidenbeschichtung) B Seidenbeschichtetes Implantat.
Bereits makroskopisch ist die diinner ausgeprdgte Kapsel erkennbar (Pfeil) [102]

Die Nutzung der Abb. 3.1 erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Verlag KG.
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3.1 Histologische Untersuchung in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

In allen Kapseln waren ein zweischichtiger Aufbau und eine chronische Entziindungs-
reaktion, jedoch keine Granulome oder eine synovia like metaplasia (SLM) erkennbar.
In der Bindegewebskapsel um die Implantate der SG fanden sich weniger Zellkerne und
eine homogenere, weniger komprimierte Kollagenstruktur mit parallel verlaufenden

Fasern, wahrend die Kollagenfasern in der KG starker komprimiert waren und zum Teil

auch multidirektional verliefen (Abbildung 3.2).

Abbildung 3.2 Querschnitte der Bindegewebskapsel in der HE-Férbung bei 100facher Vergréfierung. Der
Messbalken entspricht 200um. a SG-3, b SG-6, ¢ SG-12, d KG-3, e KG-6, f KG-12. Das Implantat befand
sich im oberen, jetzt freien Drittel der Abbildung. In der Mitte ist die Grenze zwischen Implantat und
Bindegewebe zu erkennen. Im oberen Teil der Kapsel zeigt sich straffes Kollagen mit einer hohen Zell-
kerndichte. Weiter peripher (in der Abbildung weiter unten) lockert sich das Bindegewebe deutlich auf. Es
sind zahlreiche Gefdf3querschnitte zu erkennen.

Tabelle 3.1 Kapseldicke in um in der HE-Férbung

Kontrollgruppe | SD Versuchsgruppe | SD P
3 Monate 175 (n=7) 12,9 126 (n=7) 12,6 <0,001*
6 Monate 190 (n=7) 8,9 154 (n=8) 12,2 <0,001*
12 Monate | 205 (n=10) 16,7 168 (n=11) 10,8 <0,001*

Es wurden der Mann-Whitney-U-Test verwendet und die Dicke der Kapsel an der diinnsten Stelle im je-
weiligen Gesichtsfeldgemessen. SD = Standardabweichung, p = P-Value, p<0,05 signifikant (*),
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Die Kapseldicke war zu allen Untersuchungs- | 259

zeitpunkten in der SG signifikant geringer als | 5q9
in der KG (Tabelle 3.1). Betrachtet man die | 5, —
Entwicklung der Kapseldicke Uber den Zeit- 100 /

/

50
stetes Wachstum, wobei die Zunahme in der 0 /

KG steiler verlief und in beiden Gruppen in 0 3M*  6M*  12M*
KG (KD) ====SG (KD)

raum von 3,6 und 12 Monaten, zeigt sich ein

den ersten 3 Monaten am groRten war (Abbil-

Abbildung 3.3 Kapseldicke in um nach 3, 6 und
dung 3.3).

12 Monaten; Messpunkt mit signifikantem
Unterschied (*)
3.2 Fibroblasten

Durch Anféarben des fir Fibroblasten typischen Antigens Prolyl-4-hydroxylase- (P4HB)
und der Zellkerne lieRen sich die Fibroblasten an ihrem braunen Zytoplasma und den

blauen Zellkernen erkennen (Abb. 3.4).

\
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Abbildung 3.4 P4HB-positivie Zellen in der Inmunhistologie bei 400facher Vergréf3erung. Der Messbal-
ken entspricht 50um. g a SG-3, b SG-6, ¢ SG-12, d KG-3, e KG-6, f KG-12
Die Nutzung der Abb. 3.4 f erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Verlag KG.

Tabelle 3.2 Anzahl der P4HB positiven Zellen in der immunhistologischen Untersuchung

Fibroblasten (P4HB) | Kontrollgruppe | SD Versuchsgruppe | SD p

3 Monate 52,2 4,34 | 26 1,55 | <0,05*
6 Monate 10,25 2,7 4,92 0,88 | <0,05*
12 Monate 8,97 3,14 | 4,6 1,14 | <0,001*

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SD = Standardabweichung, p = P-Value, p<0,05 signifi-
kant (*)
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Tabelle 3.3 Expression von P4HB in der g-RT-PCR

P4HB - 3M FB Ct B-ActinCt | ACt SD AACt | Fold Diff. p
SG 25,87 22,6 328 | 2,14 | -2,41 5,31 <0,05 *
KG 22,55 21,68 0,87 1,1

P4HB - 12M

SG 20,35 20,6 024 | 1,61 | 0,88 0,543 0,419
KG 17,76 17,12 0,64 | 0,53

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SG = Spinnenseidengruppe, KG = Kontrollgruppe, Ct =
Fluoreszenz der Probe, ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen, AA-Ct = ACt SG —ACt KG, Fold Change Ratio = 2

(42" h=p-Value; p<0,05 signifikant (*)

Die absolute Zahl der Fibroblasten war in beiden
Gruppen nach 3 Monaten am hochsten und nahm
anschliefend deutlich ab(Abbildung 3.5). Zwischen 6
und 12 Monaten dnderte sich die Anzahl nur noch
geringflgig. Zu allen drei Untersuchungszeitpunkten
zeigten sich signifikant weniger Fibroblasten um die
Implantate der SG (Tabelle 3.2).

Die qRT-PCR zeigte nach 3 Monaten eine signifikant
verringerte Expression von P4HB (als Marker fir
Fibroblasten)(fold-change-ratio 5,31) in der SG ge-
geniber der KG. Nach 12 Monaten war kein signifi-

kanter Unterschied mehr feststellbar (Tabelle 3.3).

3.3 Kollagen
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3IM* 6M* 12 M*
KG (P4HB) ===SG (P4HB)

Abbildung 3.5 Anzahl der P4HB-
positiven Zellen in der Immunhistologie
nach 3,6 und 12 Monaten. Messpunkt

mit signifikantem Unterschied (*)

Die Auswertung der gRT-PCR ergab nach 3 Monaten eine signifikant geringere Expres-

sion von Kollagen 1 (fold-change-ratio 4,56) und 3 (fold-change-ratio 4,05). In der SG

lieR sich die geringere Kollagen 1 Expression auch nach 12 Monaten noch nachweisen

(fold-change-ratio 1,82), wahrend fiir Kollagen 3 zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter

Unterschied mehr nachweisbar war (Tab. 3.4).
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Tabelle 3.4 Kollagenexpression in der q-RT-PCR

Kollagenl - 3M col-1Ct B-Actin Ct ACt SD AACt Fold Diff.

SG 22,26 19,95 2,31 1,42 -2,19 4,56 <0,05 *
KG 21,8 21,68 0,12 1,77

Kollagenl - 12M

SG 20,82 20,6 0,21 1,34 -0,86 1,81 <0,05 *
KG 16,47 17,12 -0,65 | 0,77

Kollagen3 - 3M col-3 Ct B-Actin Ct ACt SD AACt Fold Diff.

SG 22,59 19,95 2,64 1,71 -2,02 4,05 <0,05 *
KG 22,31 21,68 0,62 1,46

Kollagen3 - 12M

SG 20,56 19,99 0,52 1,02 -0,55 1,464 0,168
KG 17,65 17,73 -0,03 0,59

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SG = Spinnenseidengruppe, KG = Kontrollgruppe, Ct =

Fluoreszenz der Probe, ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen, AACt = ACt SG —ACt KG, Fold Change Ratio = 2 ¢

aact, p=P-Value; p<0,05 signifikant (*)

3.4 Makrophagen

Durch die Farbung des fiir Makrophagen typischen Antigens CD68 lieRen sich diese an

ihrem braunen Zytoplasma und den blauen Zellkernen erkennen (Abb. 3.6)
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Abbildung 3.6 CD68 positive Zellen in der Inmunhistologie bei 200facher Vergréfierung. Der Messbalken
entspricht 100um. a SG-3, b SG-6, ¢ SG-12, d KG-3, e KG-6, f KG-12
Die Nutzung der Abb. 3.6 c erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Verlag KG.
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Tabelle 3.5 Anzahl der CD 68 positiven Zellen in der immunhistologischen Untersuchung

Makrophagen (CD 68) | Kontrollgruppe | SD Versuchsgruppe | SD p

3 Monate 16,34 3,09 | 4,44 0,59 | <0,001*
6 Monate 16,07 3,34 | 12,55 1,86 | <0,05*
12 Monate 14,71 2,73 | 15,33 4,49 |0,7393

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SD = Standardabweichung, p = P-Value, p<0,05 signifi-
kant (*)

Tabelle 3.6 Expression des Antigens CD68 in der q-RT-PCR

CD68 - 3M CD68Ct | B-ActinCt | ACt SD AACt | Fold Diff. p
SG 25,86 20,23 562 | 1,48 | 0,45 0,73 0.8125
KG 27,19 21,11 6,07 | 1,92

CD68 - 12M

SG 24,23 20,6 3,66 | 1,06 0,3 1,23 0,201
KG 20,67 17,32 336 | 1,15

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SG = Spinnenseidengruppe, KG = Kontrollgruppe, Ct =

Fluoreszenz der Probe, ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen, AA-Ct = ACt SG —ACt KG, Fold Change Ratio = 2

(44" h=p-Value; p<0,05 signifikant (*)

Die Anzahl der Makrophagen erreichte in der | 18
16 — —
KG bereits nach 3 Monaten ihr Maximum und L —
4 /
blieb Gber den gesamten Untersuchungszeit- | 12 7/
10
raum auf einem hohen Niveau relativ kon-| g //
6
stant, wahrend sie in der SG zwischen 3 und 6 4 /
Monaten deutlich zunahm und erst nach 12| 2
0 T T 1
Monaten das Niveau der KG erreichte (Abb. 3 M* 6 M* 12 M
KG (CD 68) SG (CD 68)

3.7). Entsprechend zeigte sich eine signifikant

Abbildung 3.7 Anzahl CD68-positiver Zellen in
geringere Makrophagenanzahl in der SG nach ger immunhistologie bei 3,6 und 12 Monaten.
3 und 6 Monaten. Nach 12 Monaten war die- Messpunkt mit signifikantem Unterschied (%)

dieser Unterschied nicht mehr erkennbar (Tabelle 3.5). In der Auswertung der gRT-PCR
zeigte sich kein Unterschied in der Expression ihres Oberflachenantigens CD 68 (Tabel-

le 3.6).
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3.5 TGF-B-Signalweg

Durch das Anfarben von TGF-B lieRen sich | 20

Zellen, welche TGF-B intrazellular speichern 15

an ihren blauen Zellkernen und dem braunen

Zytoplasma erkennen (Abb. 3.9). Bei ihnen 10 /\
war ebenfalls ein Anstieg in den ersten 6 5 /

weniger steil verlief und ein geringeres Ma- 3 M* 6 M* 12 M*
KG (TGF-B) ===SG (TGF-B)

Monaten zu beobachten, welcher in der SG

ximum erreichte (Abb. 3.8). Zwischen 6 und

Abbildung 3.8 Anzahl TGF-B-positiver Zellen

12 Monaten viel die Anzahl in beiden Grup- . der Immunhistologie bei 3,6 und 12 Mo-

pen wieder ab. naten. Messpunkt mit signifikantem Unter-
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Abbildung 3.9 TGF-8 positive Zellen in der Inmunhistologie bei 200facher Vergréf3erung. Der Messbal-
ken entspricht 100um. a SG-3, b SG-6, ¢ SG-12, d KG-3, e KG-6, f KG-12

Entsprechend fanden sich zu allen Untersuchungszeitpunkten signifikant weniger TGF-
B-positive Zellen um die Implantate der SG (Tab. 3.7). Auch die Gen-Expression fir
TGF-B war in der SG signifikant niedriger als in der KG (fold-change-ratio 14,62 fir 3M
und 2,9 fir 12M). Die Expression der nachgeschalteten Wachstumsfaktoren FGF-2
(fold-change-ratio 11,31) und CTGF (fold-change-ratio 7,72) war nach 3 Monaten eben-
falls erniedrigt, wahrend nach 12 Monaten jedoch kein signifikanter Unterschied mehr

festzustellen war (Tab. 3.8).
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Tabelle 3.7 Anzahl der TGF-8 positiven Zellen in der immunhistologischen Untersuchung

TGF-B Kontrollgruppe | SD Versuchsgruppe | SD p

3 Monate 5,05 0,62 2,2 0,37 <0,001*
6 Monate 19,03 3,38 9,63 2,66 <0,001*
12 Monate 11,07 2,52 6,55 2,40 <0,05*

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SD = Standardabweichung, p = P-Value, p<0,05 signifi-

kant (*),

Tabelle 3.8 Expression der Wachstumsfaktoren TGF-8-1, CTGF und FGF-2 in der q-RT-PCR

TGF-B - 3M TGF-B1 Ct B-Actin Ct ACt SD AACt Fold Diff. p
SG 28,55 19,95 8,58 2,52 -3,87 14,62 <0,05 *
KG 26,39 21,68 4,71 0,58

TGF-B - 12M

SG 25,06 20,34 4,74 1,76 -1,54 2,9 <0,05 *
KG 20,33 17,12 3,2 0,38

CTGF - 3M

SG 29,34 20,15 9,19 1,58 -2,95 7,72 <0,05 *
KG 29,05 22,8 6,24 0,88

CTGF - 12M

SG 25,26 19,95 5,31 1,71 -0,72 1,64 0,294
KG 23,53 18,93 4,59 0,63

FGF2 -3M

SG 32,13 20,15 11,98 2 -3,5 11,31 <0,05 *
KG 31,29 22,8 8,48 2,44

FGF2 -12M

SG 24,8 19,95 4,85 2,06 0,13 0,91 1
KG 23,92 18,93 4,98 1,28

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SG = Spinnenseidengruppe, KG = Kontrollgruppe, Ct =

Fluoreszenz der Probe, ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen, AA Ct = ACt SG —ACt KG, Fold Change Ratio = 2

(-AACt)

, p=P-Value; p<0,05 signifikant (*)

3.6 Lymphozyten

Durch Anfarben der Oberflachenantigene CD4 bzw. CD8 und der Zellkerne, konnten

die Lymphozyten an ihren blauen Zellkernen und dem braunen Zytoplasma erkannt

werden (Abb. 3.10 und 3.11).
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Abbildung 3.10 CD4 positive Zellen in der Inmunhistologie bei 200facher Vergréf3erung. Der Messbalken
entspricht 100um. a SG-3, b SG-6, ¢ SG-12, d KG-3, e KG-6, f KG-12
Die Nutzung der Abb. 3.10 f erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Verlag KG.
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Abbildung 3.11 CD8 positive Zellen in der Inmunhistologie bei 200facher Vergréf3erung. Der Messbalken
entspricht 100um. a SG-3, b SG-6, ¢ SG-12, d KG-3, e KG-6, f KG-12

Tabelle 3.9 Anzahl der CD 4 bzw. CD 8 positiven Zellen in der immunbhistologischen Untersuchung

cb4 Kontrollgruppe | SD Versuchsgruppe | SD p

3 Monate 4,47 0,94 2,59 0,91 <0,05*
6 Monate 27,02 5,61 9,98 2,92 <0,001*
12 Monate 16,36 3,92 9,59 2,67 <0,001*
ch8 Kontrollgruppe | SD Versuchsgruppe | SD P

3 Monate 6,34 0,95 2,4 0,75 <0,001*
6 Monate 16,74 3,53 9,8 2,27 <0,05*
12 Monate 9,54 1,82 10,41 1,67 0,3834

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SD = Standardabweichung, p = P-Value, p<0,05 signifi-
kant (*),
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Abbildung 3.12 Die Anzahl (a) CD4- und (b) CD8- positiver Lymphozyten in der Inmunbhistologie bei 3,6
und 12 Monaten. Messpunkt mit signifikantem Unterschied (*)

Tabelle 3.10 Expression der Antigene CD4 und CD8 in der q-RT-PCR

CD4 - 3M cD4ct B-Actin Ct ACt SD AACt | Fold Diff. p
SG 28,42 20,23 8,18 | 0,99 0,75 0,59 0.4966
KG 30,61 21,68 8,93 1,87

CD4 - 12M

SG 24,13 20,92 3,3 1,39 0,05 0,96 0,829
KG 22,12 18,93 3,35 0,8

CD8 - 3M cD 8 Ct B-Actin Ct ACt SD AACt | Fold Diff. p
SG 31,47 20,51 10,95 | 0,47 | -0,33 1,25 0,4078
KG 33,23 22,6 10,62 | 1,07

CD8 - 12M

SG 28,41 18,07 10,33 | 1,77 | -0,06 1,04 0,926
KG 25,48 15,21 10,27 | 0,83

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SG = Spinnenseidengruppe, KG = Kontrollgruppe, Ct =

Fluoreszenz der Probe, ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen, AA Ct = ACt SG —ACt KG, Fold Change Ratio = 2

(-AACt)

Auch bei der Anzahl der CD4+ und CD8+ positiven Lymphozyten konnte man einen
Anstieg in den ersten 6 Monaten erkennen. Dieser hatte in der SG ein geringeres Ma-
ximum und verlief weniger steil. Nach 12 Monaten fiel die Anzahl in der KG wieder ab,
wahrend sie in der SG auf einem konstanten Level blieb, wodurch sich die Unterschie-
de in beiden Gruppen relativierten (Abb.3.12). Die Anzahl der CD4+ Zellen war, trotz
Anndherung der Werte nach 12 Monaten, (iber den gesamten Untersuchungszeitraum
in der SG signifikant geringer als in der KG. Die der CD8+ Zellen fiel nach 3 und 6 Mona-
ten in der SG signifikant niedriger aus, wahrend nach 12 Monaten kein Unterschied

mehr feststellbar war (Tab. 3.9). In der Expression der Gene CD4 und CD8 zeigte sich

, p=P-Value; p<0,05 signifikant (*)
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Uber den gesamten Untersuchungszeitraum kein signifikanter Unterschied zwischen

den beiden Versuchsgruppen (Tab. 3.10).

Das Verhaltnis CD4 zu CD8 positiver Zellen

blieb in der SG annahernd konstant, wah-

rend es in der KG zwischen 3 und 6 Mona-

ten stark anstieg, so dass es in der SG

nach 3 Monaten signifikant hoher, nach 6

und 12 Monaten aber signifikant niedriger

als in der KG war (Abb. 3.13).

3.7 Inflammatorische Zytokine

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

3 M*

6 M*
KG (CD4/CD8) ===SG (CD4/CD8)

12 M*

Abbildung 3.13 Ratio CD4+ Zellen/CD8+ Zellen,
Messpunkt mit signifikantem Unterschied (*)

Die Auswertung der gRT-PCR ergab nach 3 Monaten eine signifikant geringere Expres-

sion der Zytokine TNF-a (fold change ratio 13,26) und IL-6 (fold change ratio 4,14).

Dieser Unterschied lieB sich nach 12 Monaten nicht mehr nachweisen (Tabelle 3.11).

Tabelle 3.11 Expression der Zytokine TNF-a und IL-6 in der q-RT-PCR

TNF-a - 3M TNF-a B-Actin Ct ACt SD AACt Fold Diff. p
SG 33,49 20,29 13,19 2,67 -3,73 13,26 <0,05 *
KG 32,33 22,86 9,46 1,88

TNF-a - 12M

SG 30,52 22,72 7,8 2,52 -1,4 2,63 0,126
KG 26,9 20,4 6,4 0,61

IL-6 - 3M IL-6 B-Actin Ct ACt SD AACt Fold Diff. p
SG 33,78 20,29 13,48 0,96 -2,05 4,14 <0,05 *
KG 34,3 22,86 11,43 1,33

IL-6 - 12M

SG 30,4 20,34 10,17 2,35 -1 2 0,975
KG 27,37 18,27 9,17 1,29

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. SG = Spinnenseidengruppe, KG = Kontrollgruppe, Ct =

Fluoreszenz der Probe, ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen, AA -Ct = ACt SG —ACt KG, Fold Change Ratio = 2

(-AACt)

, p=P-Value; p<0,05 signifikant (*)
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4. Diskussion

4.1 Die Kapselkontraktur

Die Inzidenz der Kapselkontraktur wird in der Literatur je nach Studie zwischen 1,3%
und 27% angegeben [9-11]. Die publizierten Ergebnisse sind dabei stark vom Beobach-
tungszeitraum, dem als Kontraktur gewerteten Grad in der Klassifikation nach Baker
und der subjektiven Einteilung durch den Untersucher abhangig. Die von Handel et al.
in ihrer Langzeitstudie festgestellte Inzidenz von 14% (ber 15 Jahre ermdoglicht eine
grobe Einschatzung des Risikos [12]. Etwa die Halfte aller Kapselkontrakturen tritt in
den ersten 12 Monaten nach Implantation auf [9, 14, 15]. Weltweit wurden 2015 ca.
1,5 Millionen Brustimplantate implantiert [8], wobei die Kapselkontraktur einen der
haufigsten Revisionsgriinde bei der Verwendung von Silikonimplantaten darstellt [9-
11]. Eine Verbesserung ihrer Biokompatibilitdt wirde einen wichtigen Zugewinn fir
die plastische Chirurgie darstellen.

Die Pathogenese der Kapselkontraktur wird als dynamischer, mit einer iberschielRen-
den Entziindungsreaktion und Fibrosierung einhergehender Prozess verstanden [11,
15]. Hierbei spielt die Oberflachenbeschaffenheit des Implantates eine entscheidende
Rolle. So konnte durch PU-Beschichtung oder Texturierung ein besseres Einwachsen
ermoglicht werden [23, 80]. Mittels Hemmung der Entziindungsreaktion durch Sterili-
sationsverfahren, Leukotrien-Antagonisten oder Pirfenidon konnte eine Reduktion der
Fibrosierung erreicht werden [76, 78, 103]. Auf zelluldrer Ebene sind eine Hemmung
der Fibroblasten durch eine 5-FU- und der Makrophagen durch eine Phosphorylcholin-
beschichtung beobachtet worden [84, 91]. Einen weiteren, vielversprechenden An-
satzpunkt stellt die Hemmung des TGF-B-Signalweges dar [85, 90].

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die Vertraglichkeit von Silikon-
implantaten durch eine passende Oberflachenmodifikation entscheidend verbessert

werden kann.

4.2 Klassifikation und Beurteilung

Die 1974 von Wilflingseder et al. eingefiihrte Klassifikation dient heute als Grundlage
zur Beurteilung der Kapselkontraktur. Sie orientiert sich an histologischen Gesichts-

punkten und korreliert mit der klinischen Klassifikation nach Baker [7, 72]. Spater wur-
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den die urspriinglichen Parameter Kapseldicke, die Anzahl der Zelllagen, die Kol-
lagenausrichtung und die Gewebeinfiltration um die Betrachtung von Entziindungszel-
len erweitert [40]. Bei unseren Untersuchungen orientierten wir uns an dem von
Bergman et al. modifizierten Wilflingseder-Score, welcher zusatzlich die Dicke der Sy-
novia-like-Metaplasie (SLM) und die Anzahl von Histio-, Lympho- und Granulozyten
beinhaltet (s. Kap. 1.3) [40].

Da der Wilflingseder-Score zur Beurteilung der periimplantaren Kapsel bei Brustim-
plantaten des Menschen entwickelt wurde, ist er nicht direkt auf das Rattenmodell
Ubertragbar. In unserer Versuchsreihe waren die Kapseldicken aller Versuchsgruppen
durchschnittlich kleiner als 1 mm, so dass hier keine Differenzierung nach dem Wilf-
lingseder-Score stattfinden konnte. In der KG fanden sich durchwegs zweischichtige
Zellreihen, parallel und zum Teil multidirektional verlaufende Kollagenbiindel, eine
Infiltration mit Histio- und Lymphozyten, jedoch keine Granulome und keine SLM. Dies
entsprache, abgesehen von der Kapseldicke und dem Fehlen einer SLM, einer Klassifi-
kation als Grad Il. Die Einteilung der Proben der SG war nicht eindeutig. Fiir eine Ein-
teilung in Grad | sprachen die parallel verlaufenden Kollagenbilindel und das Fehlen
einer SLM; flr Grad Il hingegen das Vorhandensein zweier Zelllagen und das Auftreten
von Histio- und Lymphozyten. Das Fehlen von Granulomen erlaubte keine Differenzie-
rung zwischen den Graden | und Il

Da der Wilflingseder-Score eine grobe Einteilung vornimmt und sich nicht eindeutig auf
unsere Ergebnisse anwenden ldsst, konnte mit ihm alleine ein Unterschied der beiden
Versuchsgruppen nicht sicher belegt werden. Aus diesem Grund fiihrten wir eine quan-
tifizierte Betrachtung der Elemente Kollagen, Histiozyten und Lymphozyten und weite-

rer, die Entziindung und Fibrose betreffender Parameter, durch.

4.3 Kapseldicke

Architektur und Dicke der Bindegewebskapsel stellen einen wichtigen Risikofaktor der
Kapselkontraktur dar [18, 40]. Bei der Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der Kapsel-
dicke, war zu erkennen, dass sie in den ersten 3 Monaten bereits 75% bis 85% der Di-
cke nach 12 Monaten besal’. Dies kann man als Teil des Wundheilungsprozesses auf-

fassen, welcher besonders in den ersten Monaten ablauft [62]. Auch passt die zu an-
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fangs sehr hohe, fibrotische Aktivitat zu dem erhdhten Kontrakturrisiko in den ersten
12 Monaten [11, 14, 15].

Die Kapseldicke lasst sich gut objektiv vergleichen. Sie lag bei uns in allen Versuchs-
gruppen deutlich unterhalb der Grenze zwischen Wilflingseder | und Il. Da wir im Rat-
tenmodell andere GroRenverhdltnisse als beim Menschen haben, kann man diese je-
doch nur bedingt mit dem Wilflingseder-Score vergleichen. Die zu allen Messzeitpunk-
ten diinnere Kapsel in der SG Gruppe (p< 0,001) ist Ausdruck einer geringeren Fibrosie-

rung und deutet auf ein geringeres Risiko zur Kontrakturbildung hin [11, 15, 18].

4.4 Fibrosierung

Die UberschieBende Fibrosierung ist ebenfalls ein wichtiger Faktor in der Pathogenese
der Kapselkontraktur [6, 9, 15]. Neben der Kapseldicke lasst sich diese auch an einer
verstdarkten Fibroblastenaktivitat erkennen [31]. Bereits im urspriinglichen Score von
1974 wurde die Anordnung der Kollagenfasern von Wilflingseder untersucht. In der KG
fanden sich die Kollagenlagen subjektiv deutlich starker komprimiert als in der SG (s.
Abb. 3.2). Dies kann ebenfalls einen Hinweis auf eine erhéhte Kontrakturgefahr in die-
ser Gruppe darstellen. Da die Beurteilung, inwieweit die Fasern parallel oder multidi-
rektional liegen, jedoch vom Untersucher abhéangig ist und nur einen eingeschrankten
Grad der Differenzierung zulasst, bestimmten wir zur besseren Vergleichbarkeit die
Expression von P4HB (als Marker fir Fibroblasten) und der Kollagene 1 und 3. Die ab-
solute Zahl der Fibroblasten lief} sich immunhistochemisch Uber ein Anfarben von

PAHB-positiven Zellen darstellen.

Das Maximum der Fibroblastenzahl zum ersten Messzeitpunkt und ihr massiver Abfall
nach 6 Monaten lassen sich gut mit dem starken Kapselwachstum in dieser Zeit und
dem eher moderaten Wachstum nach 6 Monaten vereinbaren. Ebenfalls fielen die
Expression von Kollagen und P4HB nach 6 Monaten deutlich ab. Diese Beobachtungen
zeigen, dass die ersten Monate fiir die Entstehung der Kapsel entscheidend sind. Die-
ser Zeitraum scheint auch fir die Entstehung der Kapselkontraktur besonders relevant
zu sein [11, 14, 15]. Die deutlich geringere Konzentration von Fibroblasten im perikap-
suldren Gewebe nach 6 Monaten kann mit der beginnenden Umwandlung zu Myo-

fibroblasten erklart werden [62]. Trotz des Riickgangs der absoluten Anzahl, fanden
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sich um die beschichteten Implantate zu allen Messzeitpunkten signifikant weniger
Fibroblasten. Gleichzeitig fiel auch die Expression von P4HB dieser Gruppe in der 3-
Montasmessung signifikant niedriger aus, was ebenfalls auf eine eingeschrankte Fib-
roblastenaktivitat in dieser Zeit hinweist. Diese geringere Aktivitat ist moglicherweise
auf eine geringere Aktivierung des TGF-B Signalweges und eine niedrigere Aktivitat
von TNF-a in diesem Zeitraum zurlickzufiihren (s.u.) [53, 62]. Da die Kontraktur mit
einer verstarkten Fibroblastenaktivitdt in Zusammenhang steht, lassen diese Ergebnis-

se eine geringere Kontrakturneigung der SG vermuten [31].

Die Kollagen 1 und 3 sind ein zentraler Bestandteil der sich bildenden Bindegewebs-
kapsel [15]. Ihre signifikant geringere Genexpression in der SG lasst sich ebenfalls als
Zeichen der geringeren Fibrosierung in dieser Gruppe sehen. Die reduzierte Fibroblas-
tenzahl und Expression der Gene fiir PAHB und Kollagen 1 und 3 fiihrten anscheinend
zu einer milder verlaufenden Fibrosierung und somit zu der bereits beobachteten diin-

neren Bindegewebekapsel um die beschichteten Implantate.

4.5 Histiozyten

Der Wilflingseder-Score erlaubt durch die semiquantitative Bestimmung der Histiozy-
ten nur eine grobe Einteilung. Um eine prazisere Einordnung vornehmen zu kénnen,
bestimmten wir die Anzahl an Makrophagen und TGF-B speichernden Zellen sowie die
Genexpression fiir TGF-B, die zwei ihm nachgeschalteten Wachstumsfaktoren CTGF
und FGF und das Oberflachenantigen CD68 quantitativ. Letzteres wird hauptsachlich
von Makrophagen und Fremdkdrperriesenzellen getragen [57, 58]. Durch das Ermitteln
der CD68 positiven Zellen lasst sich die Makrophagenanzahl und durch die Quantifizie-

rung der mRNA fiir CD68 deren Genexpression abschatzen.

Makrophagen sind ein zentraler Mediator der Wundheilung und beeinflussen das Ver-
halten anderer an ihr beteiligter Zellen [44, 48]. Im Wilflingseder-Score stellt ihr Auf-
treten ein Kriterium fir eine Einordnung in einen hoheren Kontrakturgrad dar [73].
Ihre geringe Anzahl in der SG kann daher als Hinweis auf eine hohere Kontrakturnei-
gung oder —Auspragung der KG gegeniber der SG gesehen werden.

Makropagen sezernieren unter anderem TGF-B, TNF-a und IL-6 und stimulieren das

Einwandern weitere Makrophagen und Fibroblasten [44, 48]. Dies legt den Schluss
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nahe, dass die geringere Zellzahl und Genexpression dieser Parameter in der SG eine
Folge der niedrigeren Makrophageninvasion darstellt. Die sowohl nach 3, als auch nach
6 Monaten signifikant geringere Anzahl CD68 positiver Zellen im Gewebe um beschich-
tete Implantate ist, unter diesen Gesichtspunkten, gut mit der geringeren Fibroblas-
tenzahl, der abgeschwachten Fibrosierung und dem langsameren Kapselwachstum
(s.0.) in dieser Gruppe vereinbar. Gleichzeitig scheint es in der Genexpression von
CD68 keinen Unterschied zwischen beiden Gruppen zu geben. Eine mogliche Ursache
fur die geringere Makrophagenanzahl kann in einer gehemmten Invasion gesehen

werden. Dieser Effekt scheint sich jedoch nach 12 Monaten zu relativieren.

Sowohl die Expression des Wachstumsfaktors TGF-R, als auch die absolute Anzahl an
Zellen, welchen ihn speichern oder synthetisieren, waren zu jedem Messzeitpunkt in
der SG signifikant vermindert. Die geringere Makrophagenanzahl in der SG ist vermut-
lich sowohl Ursache als auch Folge der geringeren Aktivierung von TGF-B. Neben der
Makrophageninvasion und Proliferation stimuliert TGF-B direkt [104] und indirekt
Uber FGF-2 [63] und CTGF [67] die Kollagensynthese in den Fibroblasten. Da von einer
engen Korrelation zwischen CTGF und Fibrose auszugehen ist, lasst seine verringerte
Aktivitat in der SG ebenfalls eine reduzierte Fibrose erwarten [67, 68]. Eine Suppressi-
on des TGF-R-Signalweges wirkt somit der Fibrosierung entgegen [85, 90]. Die oben
bereits dargestellte, geringere Fibroblastenzahl, sowie ihre niedrigere Kollagenexpres-
sion kénnen als Folge einer geringeren Aktivierung des TGF-B und seiner nachgeschal-
teten Wachstumsfaktoren verstanden werden. Da FGF-2 neben der Fibroblastenaktivi-
tat auch deren Fahigkeit zur Wundkontraktion stimuliert, lasst seine verringerte Ex-
pression eine geringere Kontraktionsfahigkeit und —neigung der entstehenden Kapsel
vermuten [67]. In beiden Gruppen fiel die Anzahl der TGF-B positiven Zellen nach 6
Monaten deutlich ab, was auf einen Riickgang der Fibrosierung und des Wundhei-
lungsprozesses hindeutet. Die auch nach 12 Monaten noch bestehende Reduktion der
TGF-B positiven Zellen und der TGF-B-Expression in der SG lassen eine reduzierte Akti-

vierung des TGF-B-Signalwegs tiber 12 Monate hinaus erwarten.
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4.6 Lymphozyten und Entziindungsmediatoren

Die Anwesenheit von Lymphozyten wird im erweiterten Wilflingseder-Score nach
Bergman et al. betrachtet. Da sich in allen Proben CD4*- und CD8'- Lymphozyten fan-
den, untersuchten wir ihre Anzahl und Genexpression quantitativ um eine bessere
Differenzierbarkeit zu erreichen. Zusatzlich bestimmten wir die Expression von IL-6 und

TNF-a.

Entsprechend einer zu erwartenden Entziindungsreaktion nahm die Anzahl der Lym-
phozyten 3 und 6 Monate nach der Operation und Implantation zunachst deutlich zu,
was der postoperativen Inflammation um das Implantat entsprach. Der steilere Verlauf
des Zuwachses in der KG und die signifikant héhere Konzentration an Lymphozyten
sind Ausdruck einer starkeren Entziindungsreaktion und somit als Risikofaktor fiir die
Entstehung einer Kapselkontraktur zu sehen [6, 9, 15]. Wahrend die Konzentration der
Lymphozyten in der KG nach 12 Monaten deutlich sank und zumindest die der CD8"-
Lymphozyten auf das Niveau der SG abfiel, blieb sie in der SG zwischen 6 und 12 Mo-
naten anndhernd konstant. Trotz unterschiedlicher Lymphozytenanzahl in den beiden
Gruppen war die Expression der jeweiligen Oberflachenantigene (CD4 und CD8) in bei-
den Gruppen anndhrend gleich. Als Ursache fir den geringen Zuwachs an Lymphozy-
ten in der SG kann eine gehemmte Immigration, welche sich wiederum auf eine gerin-
gere Anzahl an Makrophagen und verminderte Expression von TGF-B zuriickfihren

lasst, vermutet werden [43, 44].

Das Verhiltnis von CD4™- zu CD8"- Lymphozyten kann einen Hinweis auf die Aktivitat
des Wundheilungsprozesses geben[49]. Wahrend sich die CD4+/CD8+-Ratio der Kon-
trollgruppe zwischen 3 und 6 Monaten verdoppelte, fiel sie in der SG konstant ab (s.
Abb. 3.13). Dies deutet bei gleichzeitigem Anstieg der CD8"- Lymphozyten auf einen
friiheren Abschluss der Wundheilungsreaktion in der Gruppe mit beschichteten Im-

plantaten hin[49].

Makrophagen stellen eine Hauptquelle fir IL-6 und TNF-a dar [44]. lhre gehemmte
Invasion in der SG ist eine mogliche Ursache fiir das geringere Ausmal der Expression
von IL-6- und TNF-a in dieser Gruppe. Da IL-6 und TNF-a, im Gegensatz zu TGF-B, Teil

der Akute-Phase-Reaktion sind, ist nach 3 Monaten der deutlichste Unterschied und
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nach 12 Monaten eine Relativierung zu erwarten [50]. Dies bestatigte sich in unseren
Untersuchungsergebnissen. Beide stimulieren sowohl Lymphozyten, als auch die Aus-
schittung proinflammatorischer Zytokine, weswegen ihre reduzierte Expression in der
SG als Zeichen einer schwéacher verlaufende Inflammation zu sehen ist [51, 52]. Neben
der Inflammation verstarkt TNF-a auch die Fibroblastenproliferation, weshalb eine
Hemmung der TNF-a Expression auch eine geringeren Fibrosierung erwarten lasst [53].
Da TGF-B ebenfalls positiv auf die Inflammation wirkt, muss wiederum seine Suppres-
sion auch als Ursache der schwacher verlaufenden Inflammation in der SG in Betracht

gezogen werden [85, 90].

4.7 Schlussfolgerung

Durch die Quantifizierung und Erganzung der Parameter des Wilflingseder-Score kann
eine ausreichend differenzierte Betrachtung der beiden Gruppen vorgenommen wer-
den. Im Bereich der Anzahl der Zelllagen, der Anordnung der Kollagenblindel, der An-
zahl der Granulome und dem Auftreten einer SLM (ihr Fehlen ist Ausdruck der grund-
satzlich guten Vertraglichkeit beider Gruppen) konnten keine eindeutigen und objekti-
vierbaren Unterschiede festgestellt werden. Jedoch fand sich in der SG eine deutlich
reduzierte Kapseldicke. Neben der reinen Anzahl der Histiozyten war auch ihre Expres-
sion der Wachstumsfaktoren TGF-B, CTGF und FGF-2 reduziert. Ebenso fielen die An-
zahl der Lymphozyten und zusatzlich die Genexpression von TNF-a und IL-6 in der SG
signifikant geringer aus. Zusatzlich fanden sich eine reduzierte Fibroblastenzahl und -
aktivitdt sowie eine verminderte Expression von Kollagen 1 und 3 was eine geringere
Kapseldicke zur Folge hatte. Diese Ergebnisse zeigen einen geringeren Kapselgrad in
der SG (Grad | bis Il) gegeniber der KG (Grad Il), wobei der Unterschied keinem vollen

Grad nach Wilflingseder entspricht.

Die geringere Anzahl an Lymphozyten und reduzierte Expression proinflammatori-
scher Zytokine kdnnen als Zeichen einer schwéacheren Inflammation gewertet werden.
Die geringere Aktivitat der Fibroblasten, die reduzierte Kollagenexpression, die gerin-
gere Kapseldicke aber auch eine geringere Makrophageninvasion und Aktivierung des

TGF-B-Signalweges (inklusive CTGF und FGF-2) sind Zeichen einer geringeren Fibrosie-
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rung. Aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse ldsst sich die HO-Hypothese zugunsten

der H1-Hypothese verwerfen:

Eine Beschichtung der Silikonoberflaiche mit eADF4(C16) vermindert die Entziindungs-
reaktion und Fibrosierung um die Implantate und verbessert so deren Biokompatibili-

tat (H1).

Da die Kapseldicke [11, 15, 18], die Fibrosierung und die Entziindungsreaktion [6, 9,
15], die Fibroblastenaktivitat [31] und ein erhéhter TGF-B-Spiegel [60] in Zusammen-
hang mit der Kapselkontraktur stehen, lasst die Reduktion dieser Parameter durch eine
Beschichtung mit eADF4(C16) auch eine Reduktion des Risikos fiir das Auftreten einer

Kapselkontraktur erwarten.

4.8 Kritische Beurteilung der Ergebnisse

Fiir einen direkten Vergleich unserer Versuchsgruppen eignet sich der Wilflingseder-
Score nur bedingt. Um unsere Ergebnisse mit seiner Hilfe zu vergleichen, misste die
Kapseldicke auf das Rattenmodell angepasst und der Score fiir eine bessere Differen-

zierbarkeit um die untersuchten, immunhistologischen Parameter erweitert werden.

Die histologischen und immunhistologischen Untersuchungen geben zwar ein gutes
Bild der lokalen Reaktion, lassen aber keine ausreichenden Riickschliisse auf mogliche,
systemische Nebenwirkungen zu. Dies wurde in einer Reihe noch nicht publizierter,
praklinischer Tests untersucht. Hierbei konnten jedoch bisher keine dosislimitierenden,

immunologischen oder toxischen Reaktionen festgestellt werden.

Wahrend des Untersuchungszeitraumes schieden zwei Ratten der SG aufgrund einer
kutanen Neoplasie aus. Da die Ergebnisse der Autopsie und die histopathologischen
Untersuchungen keinen Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen dem Tumor und
den Implantaten oder deren Beschichtung ergaben, kénnen diese als vom Implantat
unabhangige, spontane Neoplasien betrachtet werden. Diese stellen bei Sprague-
Dawley-Ratten in einem Zeitraum von 12 Monaten keine Ausnahme dar und sind in

der Literatur bereits beschrieben [105].
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4.9 Ausblick

Die ersten 12 Monate sind fir das Auftreten einer Kapselkontraktur besonders ent-
scheidend. Selbst nach diesem Zeitraum konnten noch Reste des Proteinfilms auf der
Oberflache der explantierten Kapseln nachgewiesen werden. Gleichzeitig waren die
Anzahl TGF-B positiver Zellen und die Genexpression von TGF-B noch immer signifikant
vermindert. Dies lasst vermuten, dass der Effekt der Beschichtung der Implantate Gber
einen Zeitraum von 12 Monaten hinaus noch wirksam ist. Es gab auch keinen Hinweis
darauf, dass sich der Unterschied in den Kapseldicken jenseits von 12 Monaten wieder
relativieren kdnnte. Dennoch gilt es, den Effekt der Proteinbeschichtung in langer an-
gelegten Studien (ber einen grofReren Zeitraum zu beobachten. Besondere Beachtung
sollte hierbei der sich nach 12 Monaten anndhernden Anzahl an Makrophagen und
Lymphozyten gelten.

Unsere Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass durch die Beschichtung das Risiko
einer Kapselkontraktur reduziert werden kann. Da das Rattenmodell nur bedingt auf
den Menschen lbertragbar ist, konnten Untersuchungen im GroBtiermodell eine bes-
sere Vergleichbarkeit herstellen. Ob Patientinnen nach Brustaugmentation oder —
rekonstruktion durch eine Beschichtung mit BioShieldS1 tatsachlich von einer Redukti-
on der Inzidenz oder des Ausmalies der Kapselkontraktur profitieren, ist letztendlich

nur in klinischen Studien zu klaren.

Neben der Beschichtung von Brustimplantaten kann das rekombinante Protein
eADF4(C16) auch zur Beschichtung anderer Oberflachen oder als eigenstdndiges Mate-

rial (z.B. Nahtmaterial) verwendet werden.
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5. Zusammenfassung

In unserer Versuchsreihe verglichen wir das periimplantare Bindegewebe um beschich-
tete Silikonimplantate mit dem Gewebe um unbeschichtete Implantate, nach jeweils 3,
6 und 12 Monaten Implantationszeit, im Rattenmodell. Als Beschichtung diente BioS-
hieldS1, ein Proteinfilm aus dem rekombinanten Spinnenseideprotein eADF4(C16). Zur
Untersuchung des Gewebes bedienten wir uns der Histologie, Immunhistologie und

qRT-PCR.

Histologisch unterschieden sich die beiden Gruppen neben einer geringeren Zellkern-
dichte und einer homogeneren, weniger komprimierten Kollagenstruktur in der SG
gegenuber der KG, vor allem durch eine signifikant geringere Kapseldicke um die be-
schichteten Implantate. In dieser Gruppe konnten wir eine zeitlich verzogerte Makro-
phageninvasion und eine zu allen Messzeitpunkten reduzierte Aktivitat des TGF-B-
Signalweges beobachten. Zu Beginn war die Expression der Wachstumsfaktoren CTGF
und FGF-2 hier ebenfalls vermindert. Vermutlich als Folge der geringeren Aktivierung
des TGF-R-Signalweges, wurden die Fibroblastenaktivitat und —invasion weniger stark
stimuliert, was sich in einer Gber den gesamten Zeitraum verminderten Anzahl und
anfangs auch reduzierten Genexpression der Fibroblasten zeigte. Die Expression der
Kollagene 1 und 3 war nach 3 (Kollagen 1 auch noch nach 12) Monaten ebenfalls signi-
fikant erniedrigt. Folglich kam es im Gewebe um die Implantate der SG zu einer schwa-
cher ausgepragten Fibrosierung und zur Formierung einer diinneren Bindegewebekap-
sel. Daneben waren in der SG auch die Invasion CD4*- und CD8- Lymphozyten und die
Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a gehemmt, was die In-
flammation und Fibrosierung ebenfalls reduzierte und, zumindest teilweise, auf eine
geringere Makrophageninvasion und Aktivierung des TGF-R-Signalweges zurilickgefiihrt

werden kann.

Der Kapselkontraktur werden als Ursachen eine lberschieBende Entziindungsreaktion
und eine daraus entstehende, ebenfalls verstarkte Fibrosierung zugrunde gelegt [6, 9,
11, 15]. Durch eine Beschichtung mit BioShieldS1 konnten beide Faktoren deutlich ge-
hemmt werden, weswegen zu erwarten ist, dass das Risiko des Auftretens einer Kap-
selkontraktur gesenkt wird. Eine Beschichtung mit dem Spinnenseidenproteinfilm stellt

somit eine deutliche Verbesserung der Biokompatibilitdt von Silikonimplantaten dar.
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