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Abstract

In April 2010, it was announced that SBI from the manufacturer “Poly Implant Prothése”
(PIP) and “Rofil Medical Nederland B.V.” include industrial- instead of medical-grade
silicone gel. Compared to silicone breast implants (SBI) from manufacturers such as Allergan
and Mentor higher rupture tendencies of PIP- and Rofil-SBI, gel-bleeding rates and cyclic
volatile methylsiloxanes (cVMS) concentrations are reported. Due to this fact, the French
Health Products Safety Agency and German Federal Institute for Drugs and Medical Devices
have recommended in December 2011 and January 2012, respectively, the explantation of
such implants, which has lasted until today and is independent of the actual implant status.

To date, literature describes magnetic resonance imaging (MRI) as the “gold standard” for
detecting implant failure due to highest sensitivity and specificity up to 95 %. For logistic
(ubiquity) and cost reasons, mamma sonography (breast ultrasound, SONO) with a sensitivity
of 25-75 % deems the manner of choice for surveying implant status. These diagnostic
methods are associated with a high expense on the health system and a higher expenditure of
time for the patients. Under this point of view, it would be advantageous to establish a cost-
effective, non-invasive and sensitive method for the identification of ruptured implants.

In the present work an instrumental-analytical method based on blood analysis to verify
ruptured SBI was developed. For this task, blood and capsular tissue samples of in total forty
women with SBI or double lumen- and hydrogel-implants from different manufacturers were
available. The human samples were collected in the department of gynecology and obstetrics
(School of Medicine, University of Duisburg-Essen, DR. P. RUSCH) immediately before
or/and during the explantation of the implants. After explantation, the status of the explanted
SBI was verified.

In the first part of the present work, screening-methods using comprehensive two-dimensional
gas chromatography coupled to a quadrupole mass spectrometer (GCxGC-MS) were applied
to 1dentify significant marker substances in the human matrices. By analyzing
dichloromethane-extracts of silicone gel from ten ex- and three implants with GCxGC-MS a
target-list was prepared and checked for recovery of these substances in the tissue and blood
samples of women with intact and ruptured SBI. By comparing resulting mass spectra with
two standard reference databases, phenyl-substituted siloxanes next to linear and cyclic
methylsiloxanes could be analyzed in the capsular tissue samples of women with ruptured
SBI. The three cVMS, octamethylcyclotetra (D4)-, decamethylcyclopenta (D5)- and
dodecamethyl-cyclohexasiloxane (D6), were confirmed by measuring analytical standards. In

contrast to the blood samples of the control person and of women with intact SBI (n = 12),



methylsiloxanes D4 and D6 were identified in two respectively seven blood samples of
women with ruptured SBI (n = 10). Furthermore, in three blood-extracts of women with
ruptured SBI the presumed tetradecamethylcycloheptasiloxane (D7) was detected.

The second part of the present work focused on the method development for the sensitive
cVMS-GC-MS analysis in human samples. Increased sensitivity was achieved by using a
low-bleeding capillary column and a self-made, stainless steel container around the injection
port which was flushed with argon before sample injection. With this argon-cage, the daily
signal fluctuation of cVMS (D3-D5) in the instrumental blank resulting from the laboratory
air was reduced from 45 % to 3-9 %. Hereby, with a splitless-injection GC-MS-technique
(M1) limits of detection (LOD) between 0.7-0.9 ng D3-D6/L dichloromethane were obtained.
Additionally, a second GC-MS method was developed based on a large volume injection-
technique (LVI, M2) to realize LOD between 40-80 ng D4-D6/L dichloromethane. After
homogenization and dichloromethane extraction of capsular tissue samples or direct liquid-
liquid-extraction of blood samples with sample cooling during preparation and analysis,
extraction efficiencies between 81-99 % were achieved. Relating to the human matrices,
capsular tissue and blood, LOD between 6-15 ng D3-D6/g tissue (M1) and 0.03-0.05 ng D4-
D6/g blood (M2) and limits of quantification (LOQ) between 16-30 ng D3-D6/g tissue (M1)
and 0.1-0.18 ng D4-D6/g blood (M2) were calculated.

Human samples of patients with intact, bleeding and ruptured SBI of different manufacturers
were analyzed with the validated GC-MS methods M1 and M2. Because of the higher
persistence, D6 was the dominant siloxane in the dichloromethane-extracts of capsular tissue.
Furthermore, a tendency to higher D6-concentrations in capsular tissue of women with
ruptured Rofil-SBI (median: 1368 ng D6/g, n = 3) than with intact (median: 354 n D6/g,
n=7) or bleeding Rofil-SBI (median: 405 ng D6/g, n = 17) was observed. Additionally,
smaller siloxanes D3-D5 were deterined in tissue samples of women with bleeding and
ruptured SBI. Comparable tendencies were perceived in tissue samples of women with other
or unknown manufacturers. Generally, the D5- and D6-concentration in tissue samples of
women with intact and bleeding SBI correlated with the implantation period of their implants.
Especially for an implantation period longer than ten years an increasing D5- and D6-amount
in the surrounding tissue was observed. Analysis of the blood samples was done by LVI-GC-
MS. In contrast to the control sample and to women with intact SBI (n = 13), where blood-
concentrations were mainly below LOQ or not be detectable, in blood of women with
ruptured SBI (n = 11) higher D4- and D6-concentrations up to 0.57 ng D4/g blood and

0.16 ng D6/g blood were analyzed. An association to the siloxane-amount in capsular tissue



was not observed. The most prominent cVMS in personal care products, D5, was quantified
only two-times in each group of women with SBI (intact and ruptured). Therefore, a possible
contamination during blood-sampling or an influence of dermal application or exposition via
inhalation could be excluded. The identification of ruptured SBI by analyzing the patient’s
blood sample via LVI-GC-MS can be performed using a D4/D6-multi-compound marker. In
this context, concentrations above 0.18 ng D4 and 0.10 ng D6/g blood are significant for
ruptured SBI. If only one siloxane is quantifiable and the second siloxane is detectable, this
case would also be indicative for an implant failure. Applying this multi-compound marker
and these definitions of limit values for diagnosis only three ruptured and one intact of in total
24 implants were misdiagnosed. With this developed analytical preoperative diagnostic
method a three-times higher precision (error rate 17 %) than the commonly used clinical

diagnostic method SONO (error rate 46 %) could be achieved.
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Einleitung 1

1  Einleitung

Im Zuge des Bekanntwerdens im April bzw. Juni 2010, dass einige Silikonbrustimplantate
(engl. silicone breast implants, SBI) der Hersteller Poly Implant Prothése (PIP), Rofil
Nederland B. V. und GfE Medizintechnik Industriesilikon beinhalten, gaben sowohl die
franzosische Agentur flir die Sicherheit von Gesundheitsprodukten als auch das
Bundesinstitut fiir Arzneimittel- und Medizinprodukte im Winter 2011/2012 eine Empfehlung
zum Implantataustausch heraus. Diese hat bis zum heutigen Zeitpunkt noch Bestand und ist
unabhingig davon, ob tatsdchlich ein Implantatdefekt vorliegt. Im Gegensatz zu medical-
grade-SBI anderer Hersteller, wie Allergan und Mentor, weisen die PIP- und Rofil-SBI
erhohte Bruchtendenzen, erh6hte Raten beziiglich Gel-Bluten und erhdhte Konzentrationen an
zyklischen, fliichtigen Methylsiloxanen (engl. cyclic volatile methylsiloxanes, cVMS) auf. Ein
erhohtes gesundheitliches Risiko fiir die betroffenen Patienten besteht nach Meinung des
wissenschaftlichen Ausschusses der europdischen Kommission und auf Grundlagen
verschiedener medizinischer und toxikologischer Studien jedoch nicht [1-6]. Einer
nachweisbaren Silikon-Diffusion und anschlieBende Akkumulation im lymphatischen System,
verschiedenen Gewebekompartimenten und in einigen Organen mit cVMS-Konzentrationen
bis in den unteren pg/g-Bereich zugrunde liegend [7—12], ist unter Beriicksichtigung der
entzlindlichen Wirkung von Octamethylcyclotetra (D4)- und Decamethylcyclopentasiloxan
(D5) [13-15], sowie der reproduktionstoxischen Eigenschaft von D4 [16-18], die Erfassung
des Implantatzustandes von fundamentaler Bedeutung. Zumal die medizinische Wissenschaft
bis zum heutigen Zeitpunkt keine Verbindung zwischen den niedermolekularen Silikonen und
auftretenden gesundheitlichen Problemen, wie die Kapselkontraktur, wiederlegen konnte [19,
20]. In Europa wird in Voruntersuchungen fiir die Diagnostik defekter Implantate primér die
Mammasonographie als Standardmethode eingesetzt, obwohl die Magnetresonanztomografie
aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt gerne als ,,Goldstandard* bezeichnet wird [21-23]. Diese
Verfahren sind mit einem hohen finanziellen Aufwand fiir das Gesundheitssystem und mit
einem zeitlichen Aufwand fiir den Patienten' verbunden. Um eine schnelle Identifizierung
von Implantatrupturen zu ermoglichen, wére die Etablierung eines alternativen, nicht-
invasiven und kostengiinstigen Diagnoseverfahrens vorteilhaft.

Diese Zielsetzung liegt der vorliegenden Arbeit zugrunde. Im Speziellen gilt es, unter Einsatz
von instrumentellen analytischen Methoden eine Marker-Substanz im Blut der Patienten zu

identifizieren und anschlieBend quantitativ zu erfassen.

' Zum Zweck der Lesefreundlichkeit wird im Folgenden das generische Maskulinum verwendet,
gleichwohl sind stets beide Geschlechter gemeint.
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2  Theoretische Grundlagen

Inhaltlich werden in diesem Kapitel die thematischen Grundlagen der vorliegenden Arbeit
vorgestellt. Hierbei handelt es sich um das Thema Silikonbrustimplantate (engl. silicone
breast implants, SBI) allgemein und die im Vordergrund dieser Arbeit stehenden zyklischen
fliichtigen Methylsiloxane (engl. cyclic volatile methylsiloxanes, cVMS). Des Weiteren
werden mogliche auftretende Komplikationen bei Implantattrigern ~ von
Silikonbrustimplantaten, sowie die klinischen Diagnostikmethoden thematisiert. Insbesondere
das seltene, aber bei Implantattrigern statistisch signifikant auftretende Non-Hodgkin-
Lymphom wird niiher diskutiert. AbschlieBend wird ein Uberblick iiber die im Bereich der

Siloxan-Analytik eingesetzten instrumentellen analytischen Methoden gegeben.

2.1 Silikonbrustimplantate

Seit den ersten Brustrekonstruktionen unter Transplantation einer gesunden weiblichen Brust
bzw. eines Fettgeschwiilstes zwischen 1887-1895 [24, 25] wurden im Bereich der
rekonstruktiven und &sthetischen Chirurgie nicht nur Eigengewebe, sondern zunehmend auch
Polymere eingesetzt [26]. Hierbei wurden insbesondere im Bereich der BrustvergrofSerung
verschiedene fliissige und halbfliissige Materialien direkt in das Brustgewebe injiziert. Bis
1914 wurden langkettige Kohlenwasserstoffe (Paraffine), die vor der Injektion erwirmt
wurden [27], verwendet. Aufgrund auftretender Komplikationen, wie z. B. Migration, Fisteln,
Infektionen, Lungenembolien und Gewebenekrosen [27], die meist erst fiinf bis zehn Jahre
nach Injektion auftraten, wurden die Paraffine durch verschiedene Ole und Wachse, wie z. B.
Mineral6l, Erdnuss- und Sojadl oder Bienenwachs, ersetzt [25, 28]. Zusétzlich wurden bis
1943 erste Brustimplantate aus Glas, Elfenbein, Epoxidharzen und tierischem Knorpel
verwendet, wobei auch bei diesen Materialien bei den Patienten vermehrt chronische
Entziindungen, Gewebereaktionen und Infektionen auftraten [28, 29]. Vergleichbare
Komplikationen wurden bei Polyether-, Polyethylen- und Polyvinylalkohl-basierten
Implantaten beobachtet, die bis Anfang der 1960er Jahre weltweit eingesetzt wurden [30-33].
Mit der Entwicklung des Werkstoffes Silikon, ein synthetisch, vernetztes Polymer auf Basis
einzelner methylierter Siloxan-Einheiten ([Si(CH3),0],; s. unten), wéhrend des zweiten
Weltkrieges [26, 34] wurde in Japan erstmals Silikondl” zur Brustaugmentation eingesetzt und
15 Jahre spater als Medizinprodukt von Dow Corning vertrieben [28, 35, 36]. Die Injektion

von medizinischem, fliissigem Silikon direkt in das Brustgewebe als MaBnahme fiir eine

? Verwendung von technischem Silikon, das nicht fiir den medizinischen Gebrauch geeignet war (nicht
steril, Verunreinigungen, ungleichméBige Viskositit) [28].
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Langzeit-Brustaugmentation wurde in den Vereinigten Staaten von Amerika (USA) bis zur
Untersagung durch die amerikanische Lebensmitteliiberwachung- und
Arzneimittelzulassungsbehorde (engl. Food and Drug Administration, FDA) im Jahr 1991
praktiziert [26]. Auftretenden Komplikationen bei der Silikon-Einspritzung in das
Brustgewebe waren u. a. Schmerzen, Infektionen, Gewebeverkalkung, Granulome, Migration,
Entstellung der Brust, Schwellung der Achsellymphknoten und Lungenembolien und damit
Symptome, die bereits von direkt injizierten Vorgdngermaterialien bekannt waren [25, 37—
44]. Durch die Einfiihrung einer Brustprothese bestehend aus zwei Komponenten mit Hiille
und Fiillmaterial aus Silikon (Silastic der Firma Dow Corning) im Jahr 1962 von
T. D. CRONIN und F. J. GEROW, war erstmalig die Rekonstruktion bzw. die Augmentation der
weiblichen Brust mit biologisch inerten und flexiblen Materialien mdglich [26, 45, 46].
Insbesondere seit Anfang der 1990er Jahre werden in der rekonstruktiven und &dsthetischen
Chirurgie zunehmend SBI eingesetzt, z. B. in den USA im Jahr 1999 bei 1,5 Millionen Frauen
[25, 47] und 2004 bei 2,0 Millionen Frauen [48]. Im Jahr 2011 erfolgten allein in Deutschland
mehr als 25.000 von insgesamt 1,9 Millionen weltweit durchgefiihrten Operationen zur
Brustrekonstruktion nach Mastektomie (20-30 %) und Brustaugmentation (70-80 %) mit SBI
[25, 47, 49-51]. Dabei wurde der zunehmende Einsatz von SBI im &dsthetischen Bereich und
bei durchschnittlich jliingeren Frauen beobachtet [49].

Im Folgenden werden der Aufbau und die chemische Zusammensetzung, verschiedene
Implantat-Typen und deren Genese sowie auftretende Komplikationen bei Patienten mit SBI

erlautert.

2.1.1 Aufbau und chemische Zusammensetzung

Allgemein bestehen SBI aus einer hydrophoben ein- oder mehrschichtigen Elastomer-Hiille
aus hochmolekularen Silikonen, die das Silikongel vom umliegenden Gewebe abschirmt.
Oligomere und Polymere auf Basis einer wiederholenden Silizium-Sauerstoff-Einheit sind
rein anthropogene Erzeugnisse, wobei das Siliziumatom organische Substituenten bzw.
Wasserstoff aufweist mit (R;Si0), (z. B. R = H, CHj3, C;H; und Cg¢Hs). Ein natiirlicher
Ursprung dieser Organosiloxane ist in der einschlégigen Fachliteratur nicht bekannt [52-54].
Die technische Herstellung von Silikonen (Poly(organo)siloxan) erfolgt iiber die Synthese und
anschlielende Hydrolyse der Organylchlorsilane in zwei Schritten. Erstmals durchgefiihrt von
E. G. RocHOW und E. MULLER erfolgt nach dem Direktverfahren unter Einwirkung von
elementarem Kupfer als Katalysator bei erhdhten Temperaturen (280-320 °C) eine oxidative

Addition von Chlormethan (H3CCl) an Silizium (Si). Mit einer Ausbeute von 80-85 %
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entstehen bei dieser Reaktion Dimethyldichlorsilan ((CH3),SiCl,) als Haupt- und
Methyltrichlorsilan (CH3SiCls: 10-15 %), Trimethylchlorsilan sowie Methylhydrogen-
dichlorsilan ((CH3)3SiCl und CH3HSIiCl,: jeweils 3-4 %) als Nebenprodukte (s. Gleichung 1).
Im zweiten Schritt werden die gebildeten Organylchlorsilane mit Wasser (Hydrolyse) bzw.
Methanol (Methanolyse) zu Silanolen (R,;Si(OH),, bei R = CHj;: Dimethylsilandiol)
umgesetzt (s. Gleichung 2) [53, 55-57].

AT
CH;Cl + Si — 3 (CH,),SiCl, + |[CH;3SiCls, (CH;);SiCl, CH;HSiCL, | (D
[Cu]

2 H,0

(CH3),SiCl, ——3 (CH;),Si(OH), (2)
2 HCl

Direkt im Anschluss folgt eine Kondensation der Silanole unter Abspaltung von Wasser zu
niedermolekularen zyklischen und linearen Siloxanen (s. Gleichung 3, modifiziert nach [26,

53]).

2 (CH3);SiOH — 3 \\31/0\31// 3)

w0

Die GroBe bzw. die Kettenldnge der einzelnen Siloxane sowie die Zusammensetzung des
Produktgemisches sind abhédngig von den Reaktionsbedingungen. Da grofltechnisch haupt-
sdchlich die methylierten Silanole zum FEinsatz kommen, fithrt die Polymerisierung der
Cyclosiloxane (mit n < 5) sowie die Polykondensation der linearen Siloxane (n > 5) zur
Bildung von Poly(dimethyl)siloxan (PDMS). Die Notation der niedermolekularen
Methylsiloxanen erfolgt nach C. B. HURD anhand der Funktionalitidt der entsprechenden
Wiederholungseinheit [58]. Eine monovalente Me3SiO(»)-Einheit, wie z. B. Trimethylsilanol,
fungiert als Endgruppe und wird mit ,,M* abgekiirzt. Die bivalenten mittleren Kettenglieder
(Me;Si0) hingegen werden mit ,,D*, die trifunktionalen Gruppen (MeSiOs/,) mit ,,T* und die
quadrivalenten Gruppen (SiOq4,) mit ,,Q* angegeben. Die Anzahl der Methylsiloxan-Einheiten
wird durch die Zahl nach dem Kiirzel (M, D, T bzw. Q) wiedergegeben. Nach dieser
Benennung folgen fiir das zyklische Methylsiloxan Octamethylcyclotetrasiloxan das Kiirzel
D4 (s. Abbildung 1a), M4Q fiir das in der vorliegenden Arbeit als interner Standard
verwendete Tetrakis(trimethylsiloxy)silan (s. Abbildung 1b) und MDM fiir das lineare
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Methylsiloxan Octamethyltrisiloxan (s. Abbildung 1c). Zusitzlich werden lineare
Methylsiloxane zur Vereinfachung mit ,,L* (L3: Octamethyltrisiloxan) abgekiirzt [54].

a) b) o)
\SL/O / OSi(CHs);
S s —
O\ \O (H3C)38i0 —Si—O0Si(CHy); O8I 0 S o Si(CHy);
_/S oS~ OSi(CHy);

Abbildung 1: Strukturformel von a) Octamethylcyclotetrasiloxan, b) Tetrakis-(trimethylsiloxy)silan, ¢) Octa-

methyltrisiloxan.

Allgemein werden Silikone in drei unterschiedliche Gruppen eingeteilt, die sich durch ihren
Vernetzungsgrad und folglich in Bezug auf ihre Viskositét (fliissig bis fest) und Elastizitét
(elastisch bis starr) unterscheiden. Silikondl besteht in der Regel aus einzelnen PDMS-Ketten
mit ca. 300 Siloxan-Einheiten und einer Trimethylsilyl-Gruppe als terminale Einheit, wobei
aus zunehmender Kettenldnge eine verminderte FlieBfdhigkeit resultiert. Bei Vorlage von
Vinyl-, Hydroxid-Gruppen oder Wasserstoff substituierten funktionalisierten PDMS-Ketten
konnen Vernetzungsreaktionen zwischen den einzelnen Ketten erfolgen. Diese meist
platinkatalysierten Silikon-Elastomere werden aus bis zu 500 Siloxan-Einheiten mit einem
Molekulargewicht zwischen 500 bis 700 kDa gebildet [59]. Die letzte Gruppe der Silikone
stellt das Silikongel dar, das aus einem aufgequollenen dreidimensionalen PDMS-Netzwerk
(Massenanteil ca. 15 %) mit einem fliissigen Silikondl-Anteil (Massenanteil ca. 85 %) besteht

[26].

Die Vernetzung einzelner Siloxan-Ketten kann unter einem radikalischen Mechanismus, unter
katalytischer Kondensation bei Raumtemperatur oder unter katalytischer Hydrosilylierung
erfolgen. Zur kommerziellen Herstellung von SBI werden jedoch {iberwiegend die
letztgenannten zwei Verfahren eingesetzt. Bei der Vulkanisierung der Silikonkautschukmasse
bei Raumtemperatur (engl. room-temperature vulcanization, RTV) erfolgt die Kondensation
von quantivalenten Siloxanen (Si(OR)s) mit PDMS-Ketten mit endstindigen Hydroxid-
Gruppen, die bei Anwesenheit von Wasser oder bereits unter Luftfeuchte entstehen konnen
(s. Abbildung 2). Dabei verbleiben die organischen Zinn- oder Titan-Katalysatoren nach

Beendigung der Reaktion im Silikon-Elastomer [26, 60, 61].
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Abbildung 2: Vulkanisierung der Silikonkautschukmasse bei Raumtemperatur und Ausbildung eines Silikon-

Elastomer unter Einwirkung eines Zinn-Katalysators (SnMe,(OOR),) und Wasser (H,0); modifiziert nach [26].

Neben der RTV-Vernetzung konnen zusétzlich Silikongele und Silikon-Elastomere iiber die
Hydrosilylierungsreaktion dargestellt werden. Hierbei erfolgt eine syn-spezifische 1,2-
Addition eines Hydrogen-substituierten Siloxans (Polyhydromethylsiloxane mit [RHSiO],) an
die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung eines Vinyl-Siloxans (H,C=CHR,SiO) unter
Ausbildung einer Ethylenbriicke [48] (s. Abbildung 3). Die selektive 1,2-Verkniipfung der
Silikon-Polymere wurde bis in die 1970er Jahre unter Zuhilfenahme eines anorganischen
Platin-Katalysators® durchgefiihrt [62]. Aufgrund der relativ geringen Katalyseaktivitit der
Hexachloroplatin(+IV)-Sdure wurde diese durch einen aktiveren Platin-Katalysator mit
organischen Vinyl-Siloxan-Liganden® ersetzt [48, 63, 64]. Der Vernetzungsgrad des
Elastomers bzw. des Silikongels, der mit der Netzwerkdichte korreliert, wird in diesem Fall
iiber die Anzahl und die Verteilung der funktionellen Gruppen reguliert.

Fiir die Verstirkung des dreidimensionalen Elastomer-Netzwerkes werden zusétzlich
amorphe Silikat-Nanopartikeln (SiO;: 5-100 nm) eingelagert. Bei einem Massenanteil von bis
zu 27 % kann eine Erhohung der Zugfestigkeit der Silikon-Elastomer-Hiille um den Faktor 10
erreicht werden [25, 26, 48, 55, 56, 65-67].

? Hexachloroplatin(+IV)-Saure: benannt nach J. L. SPEIER [62].
* Mit 1,1,3,3-Tetramethyl-1,3-divinyldisiloxan-Liganden: benannt nach B. D. KARSTEDT [63].
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Abbildung 3: Platin-katalysierte Addition eines Vinyl-Siloxans an ein Polyhydromethylsiloxane
(Hydrosilylierungsreaktion); modifiziert nach [26].

Neben dem Platin-Katalysator, der nach Beendigung der Hydrosilylierungsreaktion im
Silikongel bzw. in der Elastomer-Hiille mit Konzentrationen im unteren ppm-Bereich
verbleibt [48, 68, 69], konnen weitere Schwermetalle, wie z. B. Zink und Blei, im
Spurenbereich vorliegen [5]. Abhdngig vom SBI-Hersteller wird die entsprechende
Flexibilitdt des Silikon-Materials nicht nur {iber den Vernetzungsgrad, sondern auch durch die
Zugabe von niedermolekularen Methylsiloxanen (zyklische und lineare) reguliert [47, 70, 71].
Die chemische Zusammensetzung von Silikongel unterschiedlicher SBI-Hersteller (Poly
Implant Prothese, McGhan und Eurosilicone) wurde von BERETTA et al. und BERETTA &
MALACCO mittels abgeschwichter Totalreflexion-Fourier-Transformation-
Infrarotspektroskopie (engl. attenuated total reflection fourier transform infrared
spectroscopy, ATR-FT-IR), FlieBinjektion-Elektrospray-lonenfalle-Massenspektrometrie (FI-
ESI-IonTrap-MS) und  Gaschromatographie  gekoppelt mit einem  Quadrupol-
Massenspektrometer (GC-MS) untersucht. In einem Aceton-Extrakt analysierten diese
Arbeitsgruppen neben niedermolekularen Methyl-, Vinyl- und Phenylsiloxanen
unterschiedliche aliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffe, wie Alkane, Alkene,

Xylene, Benzole, Aldehyde und Ketone [72-74].
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2.1.2 Implantat-Generationen und weitere Implantat-Varianten

Seit der Markteinfiihrung der ersten SBI Anfang der 1960er Jahre von Dow Corning fand
aufgrund der auftretenden Probleme, wie hohen Silioxan-Expositionsraten und
Kapselkontraktur (s. Abschnitt 2.1.3), eine Weiterentwicklung der Elastomer-Hiille und der
Gel-Zusammensetzung mit dem Ziel der Minimierung von Diffusionseffekten und der
Steigerung der Brustgewebe-Authentizitdt statt. Die tropfenformigen SBI der ersten
Implantat-Generation wurden zundchst aus jeweils zwei dicken Elastomer-Schalen (ca.
0,75 mm [75]), spéter aus einer platinkatalysierten Silikonhiille (ca. 0,25 mm [75]), in die das
hochviskose Silikongel injiziert wurde, hergestellt. Fiir die optimale Positionierung des
Implantats in der Brust wurden zusétzlich Polyethylenterephthalat-Fasern (Dacron-patch) auf
der Riickseite als Fixierungshilfen angebracht. Bereits nach einer Implantationsdauer
(Liegezeit) von einem Jahr wurde bei einigen Patienten zunehmend eine mit Schmerzen
verbundene Verhidrtung der Brust beobachtet. Dies wurde auf das stark vernetzte Silikongel
mit einem Vernetzungsanteil von 50 % zuriickgefiihrt [75]. Da die spéter als Kapselkontraktur
bezeichnete Verhdrtung und Kontraktion der Gewebekapsel (s. Abschnitt 2.1.3.3) zu diesem
Zeitpunkt unbekannt war, wurde in der zweiten SBI-Generation Anfang der 1970er Jahre ein
weniger viskoses Silikongel (Vernetzungsanteil ca. 20 %) verwendet. Auch die Dicke der
Silikon-Elastomer-Hiille wurde halbiert (ca. 0,13 mm [75]) und die Fixierungshilfen wurden
von den SBI-Herstellern (Dow Corning, Surgitek und Heyer-Schulte) entfernt. Die diinne
Elastomer-Hiille in Korrelation mit einem erhohten Anteil an Silikondl im Gel fiihrten zu
einer vermehrten Diffusion an Silikonmaterial in die Implantattasche und in das umliegende
Gewebe, spdter als Gel-Bluten bezeichnet (engl. gel-bleeding; s. Abschnitt 2.1.3.1).
Auftretende  Komplikationen, wie Gel-Bluten, Kapselkontraktur und vermehrte
Implantatruptur, sollten durch die Einfilhrung von mehrschichtigen Elastomer-Hiillen (0,5
mm [75]) und kohésiven (formstabilen) Silikongelen minimiert werden. Die Firma McGhan
entwickelte als erstes ein SBI der dritten Generation mit einer 5-10 pm dicken Diphenyl-
substituierten PDMS-Barriere zwischen der inneren und &duBleren Elastomer-Schicht, das
bereits 1979 auf dem amerikanischen Markt erhiltlich war [75]. Auch fluorierte PDMS-
Komponenten in der Elastomer-Hiille, beispielsweise bei SBI von Dow Corning (Silastic II,
ab 1981), kamen zur Reduktion der Silikondiffusion zum Einsatz. Eine Minimierung der
auftretenden Verhidrtungen des Kapselgewebes sollte durch die Einflihrung von texturierten
Oberfldchen der Elastomer-Hiille und durch Polyurethan-beschichtete Implantate, die bereits
1971 von Heyer-Schulte eingefiihrt wurden [76], erzielt werden [75, 77, 78].
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Aufgrund der vielfiltigen Komplikationen, die bereits teilweise bei Patienten mit Fliissig-
Silikon-Einspritzungen beobachtet wurden, sowie wegen Auftretens von in der Fachliteratur
diskutierten Autoimmun- und Bindegewebserkrankungen im Zusammenhang mit SBI bei
ausbleibenden Sicherheitsstudien der Hersteller wurde der Einsatz von SBI in den USA durch
dic FDA in den Jahren 1992 bis 2006 auf kontrollierte Studien beschriankt [59, 79-83].
Nachfolgende SBI-Generationen ab Anfang der 1990er Jahre wurden demzufolge unter
erhohten Sicherheitsstandards und vermehrt in Anlehnung an die anatomische Form der
weiblichen Brust (Festigkeit und Form, fiinfte Generation) hergestellt [26, 77].

Mit einem Marktanteil von etwa 40 % (in den USA [26]) finden neben reinen SBI auch mit
Kochsalzlosung gefiillte Implantate mit einer Silikon-Elastomer-Hiille aufgrund der
Moglichkeit zur flexiblen Volumeneinstellung Anwendung. Des Weiteren werden
Doppellumen-Implantate, also mit Kochsalz- und Silikongel-gefiillte Implantate eingesetzt.
Insbesondere im Bereich der Brustrekonstruktion werden Expander-Implantate fiir die
Hautdehnung nach Mastektomie meist mit einer duBleren Silikon-Schicht und einem variablen
Kern gefiillt mit Kochsalzlosung (sogenannte Becker-Implantate [26]) verwendet. Ende der
1980er Jahre wurden vermehrt Doppellumen-Implantate mit Kochsalzlésung in der dufleren
Schicht eingesetzt, da diese Implantat-Variante eine zusétzliche Barriere gegen Silikon-Bluten
aufwies. Dieser Effekt konnte von YU et al. jedoch nicht bestétigt werden [84]. Nach 1992
wurden auch in Europa alternative Implantat-Fiillungsmaterialien, wie beispielsweise
Sojabohnendl (Trilucent der Firma Lipomatrix) oder verschiedene Hydrogele auf Basis von
Hydroxypropyl-Zellulose oder Poly(vinylpyrrolidon), in Brustimplantaten der Hersteller
MistiGold, Novagold und PIP verwendet. Aufgrund auftretender Komplikationen, wie
genotoxische Oxidationsprodukte der Sojadl-Implantate oder vermehrte Kapselkontraktur
durch starke Quellprozesse einiger Hydrogele, wurden diese Implantate im Jahr 2000 vom

Markt genommen [26, 47, 85].

2.1.3 Auftretende Komplikationen bei Patienten mit Silikonbrust-

implantaten
Polysiloxane sind aufgrund ihrer vielseitigen Materialeigenschaften, wie Elastizitit,
Festigkeit, Formstabilitit, thermische Stabilitdit und Biokompatibilitit neben SBI auch
Bestandteil weiterer Medizinprodukte (u. a. Stends, Shunts, kiinstliche Linsen und
Herzschrittmacher) [26, 47]. Jedoch werden in der Fachliteratur bereits seit der Einfiihrung

der ersten Implantat-Generationen verschiedene Problematiken diskutiert, wie Silikon-Bluten
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und Implantatruptur mit lokalen Komplikationen, wie Kapselkontraktur und Silikonoma, aber

auch in Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen [79, 81, 86—88].

2.1.3.1 Silikon-Bluten

Die spontane Diffusion von Silikonmaterial aus einem intakten SBI durch die Elastomer-
Hiille sowie unter Einwirkung eines 5 kg Gewichtes fiir die Dauer von einer Woche wurde
bereits von BARKER et al. im Jahr 1978 mit dem Begriff ,,bleeding* (Bluten) beschrieben.
Zusatzlich untersuchte diese Arbeitsgruppe Gewebeproben des um das SBI gebildeten
Kapselgewebes mittels Lichtmikroskopie und fanden dabei intra- und extrazelluldres Silikon
sowie die entziindungsbedingte Ausbildung von Granuloma [89]. CAPOZZI et al. beobachteten
die Migration von Silikonmaterial und die extensive Ausbildung von Granuloma im Rippen-
und Bauchbereich bei einer Patientin mit einem defekten SBI [76]. Auch die Migration des
Fiilllmaterials in das lymphatische System mit abnormaler VergroBerung der
Achsellymphknoten, das als Silikonom bezeichnet wird, wurde beobachtet [90, 91].

In vivo Studien, durchgefiihrt von GARRIDO et al. und PFLEIDERER & GARRIDO mittels
Protonen- und Silizium-Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance,
NMR), bestitigten nicht nur die Migration und Akkumulation sondern auch die hydrolytische
Zersetzung von Silikonen in der Leber von Patienten mit SBI [8, 10]. Eine Abhéngigkeit vom
Implantatzustand, wie SCHNUR et al. anhand der Silizium-Konzentration im Brustgewebe von
Frauen mit SBI ermittelten [92], wurde nicht beobachtet [8, 10]. Jedoch konnte die aus dem
SBI diffundierende Silikon-Menge in Bezug auf die Liegezeit in unterschiedlichen
histologischen und in vivo Studien positiv korreliert werden [91, 93, 94]. Untersuchungen
beziiglich der Zusammensetzung der Bleeding-Fliissigkeit wurden von BIRKEFELD et al.
mittels NMR-Spektroskopie, die tiiberwiegend lineare und zyklische niedermolekulare
Polydimethylsiloxane (engl. low molecular weight, LMW) identifizierten, durchgefiihrt [94,
95]. Neben den LMW-Silikonen konnten von BERETTA et al. auch hohere Homologen dieser
Siloxane mittels ATR-FT-IR-Spektroskopie und GC-MS eines Aceton-Extraktes der milchig-
weillen, periprothetischen Multiphasen-Mikroemulsion aus der Implantattasche von Frauen
mit PIP-Implantaten analysiert werden [73]. Ahnliche Zusammensetzungen der Bleeding-
Fliissigkeit mit etwa 4 % an LMW-Silikonen (kleiner 600 Da), 3-15 % sehr hochmolekularen
Silikonen (ca. 300.000 Da) und Silikonen mit einem Molekulargewicht kleiner 24.000 Da
wurden von BATICH et al. angegeben [96]. In vitro Studien zur Erfassung der Diffusionsrate
unter simulierten Koperbedingungen (37 °C, salzhaltiges Medium) wurden von YU et al.

durchgefiihrt. In dieser Studie wurden acht intakte Explantate und zwei Implantate {iber 26
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Wochen gelagert und der freigesetzte Silizium-Gehalt in der umgebenden Fliissigkeit alle
zwei Wochen mittels induktiv gekoppelter Plasma-Emissionsspektroskopie (engl. inductively
coupled plasma optical emission spectrometry, ICP-OES) bestimmt. Die resultierenden
Diffusionsraten wurden mit 0,3-14 mg PDMS in zwei Wochen (entspricht: 0,02-1 mg PDMS
pro Tag) angegeben [84]. LYKISSA et al. untersuchten die Silikon-Diffusionsraten aus
intakten, explantierten SBI mit jeweils einem Implantat-Gewicht zwischen 240 und 260 g in
Abhingigkeit von der Lipophilie des Lagermediums bei 37 °C. Nach einer Inkubationszeit
von 24 Stunden konnte diese Arbeitsgruppe vornehmlich lineare und zyklische
Methylsiloxane mit 3-20-Siloxaneinheiten (200-1.500 Da) und tiberwiegend die zyklischen
Methylsiloxane D3-D7 als Indikator fiir das Gel-Bluten mittels GC-MS und GC-
Atomemissionsdetektion identifizieren. Bei Vorlage von Sojabohnendl, als Vertreter fiir ein
physiologisch-dquivalentes, lipidreiches Medium, postulieren die Autoren eine Diffusionsrate
von 10 mg LMW pro Tag [97]. Inwieweit eine Ubertragung auf die tatsichliche Diffusion von
LMW-Silikonen in das umliegende Gewebe der Implantattriger und anschlieBende
Akkumulation libertragen werden kann, ist unklar, zumal nach weniger als einem Jahr nahezu
100 % des LMW-Massenanteils in SBI (1-2 %), der von den Autoren angegebenen wird,
herausdiffundiert sein miisste [97]. Insbesondere fiir SBI neuerer Generationen werden
Bleeding-Raten mit weniger als einem Massenprozent wihrend der gesamten Liegezeit
angegeben [26]. Eine indirekte Untersuchung beziiglich des Silikon-Blutens und der
anschlieBenden Akkumulation im Brustgewebe von Frauen mit intakten SBI wurde von
FLASSBECK et al. durchgefiihrt. Mittels GC-MS quantifizierte diese Arbeitsgruppe den Gehalt
an zyklischen Methylsiloxanen D3-D6 in verschiedenen Brustgewebekompartimenten der
Implantattridger. Bei Siloxan-Konzentrationen von bis zu 1.300 ng D4/g Gewebe konnte
FLASSBECK et al. eine bevorzugte Akkumulation der lipophilen Substanzen im Fettgewebe
gegeniiber 18 ng D4/g im Muskelgewebe unabhingig von der vorliegenden Implantat-
Generation beobachten [7]. Im Gegensatz zu den von LYKISSA et al. untersuchten
Diffusionsprozessen erfolgt nach HARDT et al. der Silikon-Transport im menschlichen
Organismus aktiv iiber Makrophagen [19]. Diese umschlieBen Silikone auBlerhalb des SBI,
woraufhin eine Agglomeration im Kapselgewebe und ein Weitertransport in andere
Korperkompartimente, wie lymphatisches System, Blutkreislauf und Organe erfolgen kann
[85, 96, 98, 99]. Auch der Transport iiber Chylomikrone (Lipidproteinpartikel) und
Lipidproteine niederer und hoher Dichte (engl. low/high density lipoproteins, LDL/HDL)
wird in der Literatur diskutiert [100, 101].
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2.1.3.2 Ruptur und Diagnostik von Implantatdefekten

Neben dem Gel-Bluten kommt es bei Vorlage einer Implantatruptur, einem Defekt der
Elastomer-Hiille, zu einer Freisetzung des Silikonmaterials in die Implantattasche. Eine
mechanische Beanspruchung, beispielsweise durch ein Trauma, oder die zu fritheren Zeiten
durchgefiihrte Kapselsprengung bei Vorlage einer Kapselkontraktur (s. Abschnitt 2.1.3.3)
konnen zu einem Defekt der Elastomer-Hiille fiihren [102—104]. Auch ein mdglicher
Implantat-Fehler, wie eine inhomogene Elastomer-Hiille und die Lipidinfiltration und
gleichzeitige Schwichung der Hiille durch mogliche Quellprozesse, konnten eine Ruptur
hervorrufen [51, 75, 105]. In der Fachliteratur werden je nach Vorlage der Implantat-
Generation und der eingesetzten Diagnostikmethode Bruchtendenzen zwischen 0,3 und 77 %
aufgefiihrt [106-108], wobei nach MAROTTA et al. die Wahrscheinlichkeit einer Ruptur mit
der Liegezeit der Implantate exponentiell ansteigt [109]. Allgemein werden fiir SBI der dritten
bzw. flinften Generation Rupturraten von 1-4 % nach 5-6 Jahren und 10-15 % nach einer
Liegezeit von 10 Jahren im Vergleich zu 50 % vorangehender Implantat-Generationen
angegeben [107, 108, 110, 111].

Die hdufigsten physischen Symptome im Falle eine Implantatruptur sind nach TARK et al.
eine Verformung der Brust (44 %), gefolgt von Dislokation (20 %), Massenzunahme (17 %),
Schmerz (13 %) und Entziindungsreaktionen (3 %) [112]. Eine Beurteilung des Implantat-
zustandes allein anhand der physischen Untersuchung ist jedoch nach JUANPERE et al. nicht
ausreichend und fiihrt in bis zu 50 % der Félle zu einer Fehldiagnose [113]. Zusitzlich werden
SBI-Rupturen aufgrund ausbleibender Symptome erst bei der Explantation festgestellt [21,
91, 113, 114]. Da mogliche Krankheitssymptome in Zusammenhang mit defekten SBI kritisch
diskutiert werden, ist eine Erfassung des SBI-Status ndtig. Zur Diagnostik von SBI werden
bildgebende Verfahren, wie die Computertomographie, Mammographie, Ultraschall-
Diagnostik (Mammasonographie, SONO) und Magnetresonanztomografie (MRT), eingesetzt.
Allgemein werden bei diesen Verfahren eine innere Kapselruptur mit defekter Elastomer-
Hiille und intakter Gewebekapsel sowie eine dulere Kapselruptur, die zusitzlich eine defekte
Gewebekapsel beinhaltet und mit einer Haufigkeit von 5-20 % auftritt [23, 115-117],
unterschieden.

Aufgrund des erschwerten Einsatzes bei Patienten mit einer schmerzhaften Kapselkontraktur
und bei Vorlage élterer Implantate mit erhdhter Rupturgefahr nimmt die Mammographie in
der Diagnostik nur eine untergeordnete Rolle ein [118]. Insbesondere die Erfassung einer
inneren Kapselruptur ist mit dieser diagnostischen Methode nur bedingt mit einer Sensitivitét

von 25-68 % moglich (duBere Kapselruptur 89% [23]) [113]. Basierend auf der einfachen
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Anwendbarkeit, der ubiquitiren Prdsenz in Kliniken und in vielen Praxen stellt die
kostengiinstige Mammasonographie hingegen das primire Untersuchungsverfahren bei
Verdacht auf einen SBI-Defekt in Europa dar [4, 21, 22, 119-121]. Mit hoher Prézision
konnen mit dieser Methode eine &ullere Kapselruptur anhand des echoreichen
Silikonmaterials im Brustgewebe sowie ein stark ausgeprigtes Gel-Bluten mit Silikonmaterial
in der Implantattasche diagnostiziert werden. Zusitzlich gelten abnormale Verformungen der
Achsellymphknoten bei der SONO-Diagnostik als Indiz fiir das Vorliegen eines defekten SBI.
Echoreiche Linien im Silikongel des SBI, sogenannte Strickleiter-Zeichen (s. Abbildung 4a),
verweisen bei dieser diagnostischen Methode auf eine in den Silikonkern kollabierte
Elastomer-Hiille und werden allgemein als Anzeichen filir eine Implantatruptur angesehen.
Die Sensitivitdt der SONO korreliert stark mit dem Ausmal3 des vorliegenden SBI-Defektes
und zusétzlich mit der diagnostischen Erfahrung des entsprechenden Untersuchers, woraus
eine grofle Spannweite der Sensitivitit von 30-81 % resultiert [23, 91, 106, 107, 116, 121—
123]. Insbesondere die Strickleiter-Zeichen werden aktuell kritisch diskutiert. In diesem
Zusammenhang verweist eine Studie, durchgefiihrt von ROCHIRA et al. mit 303 Patienten in
den USA, auf die hohe Fehlerquote der SONO-Diagnostik basierend auf diesen Anzeichen.
So wurden in 56 % der Fille Strickleiter-Zeichen im Ultraschallbild beobachtet, obwohl

lediglich 1 % der untersuchten Frauen einen Implantatdefekt bei Explantation aufwiesen [22].

Strickleiter-Zeichen

Linguini-Zeichen /47

Abbildung 4: Bildgebende Diagnostik eines Patienten mit einem defekten SBI a) Strickleiter-Zeichen im
Ultraschallbild, b) Linguini-Zeichen im MRT-Bild (Doppellumen-Implantat). Die SONO-und MRT-Aufnahmen
wurden von DR. P. RUSCH und DR. C. JONKMANNS-NOWACKI vom Universitdtsklinikum Essen zur Verfiigung

gestellt.
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Die Strickleiter-Zeichen korrelieren mit den sogenannten Linguini-Zeichen, die bei der MRT-
Diagnostik als hypointense, hdufig geschlingelt verlaufende Strukturen innerhalb des
Implantates auftreten (s. Abbildung 4b). Auch Faltenbildungen und Schliisselloch-Zeichen
konnen beobachtet werden, sie sind jedoch keine Indizien fiir das Vorliegen einer Implantat-
Ruptur [91]. Selektive Sequenzen, die den Silikon-Wasser-Kontrast erhdhen, steigern bei der
MRT-Diagnostik die Sensitivitit auf bis zu 97 %, weshalb diese Methode hiufig als ,,Gold-
Standard“ bezeichnet wird. Im Vergleich zur SONO ist das MRT jedoch mit einem groferen
Zeitaufwand fiir die Patienten und mit einem hoheren Kostenaufwand verbunden [21, 23, 106,

122].

2.1.3.3 Lokale und systematische gesundheitliche Folgen

Nach Implantation von Silikon- sowie auf anderen Materialien basierten Implantaten treten in
ca. 17-36 % der Fille lokale Komplikationen, wie Asymmetrie, Himatome, Verformung,
Kapselkontraktur, Entziindung, Infektion und Brustschmerzen, auf [26, 124—128].

Bereits ein bis zwei Wochen nach Implantation kommt es zur Ausbildung einer elastischen,
diinnwandigen Bindegewebskapsel um das Implantat, wobei es in 4-15 % der Félle zu einer
Verdickung (1-10 mm) und teilweise zu einer mit Schmerzen verbundenen Verhértung
kommen kann. Diese sogenannte Kapselfibrose bzw. Kapselkontraktur tritt haufiger nach
einer Brustrekonstruktion auf als bei einer Brustaugmentation und ist aus medizinischer Sicht
einer der Hauptgriinde fiir einen Implantatwechsel [126, 129, 130]. Die klinische
Klassifikation der Kapselkontraktur erfolgt nach J. BAKER in vier Graden von einer nicht
kontrakten (Grad 1) iiber eine leicht (Grad II) bzw. eindeutig verhirteten (Grad III) bis hin zu
einer stark verhdrteten Gewebekapsel, verbunden mit einer Dislokation und Deformation des
Implantats (Grad IV) [86]. Die Dicke der Gewebekapsel korreliert mit den Baker-Graden,
wobei Grad III und IV indikativ fiir einen Implantataustausch sind. Die Ursachen fiir die
Kapselverhirtung in Verbindung mit dem vermehrten Auftreten von Entziindungszellen und
Fremdkorpergranulomen [131] sind bis heute unklar. Jedoch werden Bakterien auf der SBI-
Oberflache sowie Fremdkorperreaktionen, hervorgerufen durch das Gel-Bluten, in der
Fachliteratur aufgefiihrt [20, 66, 132—135]. Die Beeinflussung dieser Fremdkorperreaktionen
durch beispielsweise die Oberflaichenbeschaffenheit der SBI (glatt oder texturiert), die Dauer
der Implantateinlage, das Fiillmaterial (Kochsalz oder Silikongel) oder die Lage des
Implantates als Ursachen werden kontrovers diskutiert [132, 136-138]. Im Zusammenhang
mit lokalen Entziindungsreaktionen wird insbesondere die Rolle der Makrophagen, die

zusammen mit Fibroblasten einen erhohten Anteil in der inneren Schicht des Kapselgewebes
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zum Implantat hin aufweisen, hervorgehoben [128, 139]. Hierbei wird nicht nur die
Aufnahme der Silikone [19], sondern auch die Zersetzung des hochmolekularen PDMS in
LMW-Silikone sowie die Umwandlung in Silikat durch das in Makrophagen vorliegende
Nicotin-Amid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat diskutiert [66, 73, 140]. Diese Vorginge stellen
folglich allgemein die Frage nach der biologischen und chemischen Inertheit von Silikonen in
den Vordergrund. Die physikalische und chemische Wechselwirkung von hochmolekularen
und LMW-Silikon mit Biomolekiilen, wie Plasmaproteine, und die anschlieBende
Denaturierung wurde u. a. von BARTZOKA et al. und SUN et al. anhand von Humanalbumin
sowie anhand zweier Glykoproteine, Fibrinogen und Fibronektion, untersucht [141, 142].
TAVAZZANI et al. und weitere Arbeitsgruppen konnten eine stimulierende Wirkung von
Silikon auf die Makrophagenaktivitit zeigen, die in einer erhdhten Produktion des
entziindungsfordernden Zytokins IL-1 resultieren, ohne gleichzeitig T-Zellen zu aktivieren
[78, 143, 144]. Nach PRANTL et al. konnte dies auch im Hinblick auf eine Kapselfibrose
relevant sein [139]. Studien an sensibilisierten Meerschweinchen, durchgefiihrt von HEGGERS
et al., verweisen auf eine verstirkte zellulire immunologische Reaktion bei Vorlage von
intrazelluldirem PDMS [145]. Dass PDMS nicht selbst immunogen ist, sondern als Adjuvant
agiert [141], wurde erstmals von KUMAGEI et al. im Jahr 1984 in Zusammenhang mit
Bindegewebsverdnderungen bei Frauen mit SBI als ,,siuman adjuvant disease* beschrieben
[81]. In einer Studie durchgefiihrt von D. BORENSTEIN wurden weitere klinische Symptome,
wie Kopf-, Muskel- und Gelenkschmerzen, Miidigkeit, Depression, Haarverlust,
Hautirritationen sowie geschwollene und empfindliche Achsellymphknoten, bei etwa 20-30 %
der Patienten mit intakten und defekten SBI (Gesamtanzahl: 500) haufig erst nach einer
Liegezeit von zehn Jahre beobachtet [79]. Mit einem vergleichbaren Krankheitsbild wie bei
einer Autoimmunerkrankung wurden diese Symptome unter dem Namen ,,Silikonose*
zusammengefasst [79, 87, 146]. Ein moglicher Zusammenhang zwischen Autoimmun-
erkrankungen und der Einlage von Implantaten wurde nach HADJU et al. basierend auf einer
Auswertung verschiedener Studien nicht bestétigt [127]. Patienten, die von der atypischen
Immunerkrankung Silikonose betroffen sind, reprasentieren nach HADJU et al. nur eine kleine
Minderheit von Frauen mit SBI [127]. Aktuell wird der Zusammenhang zwischen SBI und
moglichen Bindegewebs- und Autoimmunerkrankungen in der einschldgigen Literatur auf der
Basis zahlreicher Fallberichte sowie einiger Langzeitstudien, u. a. durchgefiihrt in Schweden
und Déanemark, kontrovers diskutieren [147—-152].

Im Januar 2011 veroffentlichte die FDA basierend auf der Auswertung von verschiedenen

Fallberichten und Studien ein Statement, demzufolge Frauen mit SBI mdglicherweise ein sehr
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geringes, jedoch signifikantes Risiko fiir die Entwicklung des Non-Hodgin-Lymphoms (engl.
anaplastic large cell lymphoma, ALCL) aufweisen [153]. Die FDA identifizierte 34 Fille, bei
denen Frauen mit SBI im Bereich der Gewebekapsel oder in der Fliissigkeit der
Implantattasche einen Tumor aufwiesen. Hierbei waren insbesondere die enge Nachbarschaft
zum SBI sowie die Tatsache auffillig, dass alle ALCL dem Typ ALK-positiv (Expression der
ALK, anaplastic lymphoma kinase) zugeordnet werden konnten [152]. Zusétzlich wurde diese
Form des Tumors vermehrt bei Frauen mit einem Alter unter 30 Jahren diagnostiziert [87].
Betroffene Patienten wiesen klinische Symptome, wie Brustschmerzen, Knoten in der Brust
und Anschwellen der Brust auf, wobei keine Korrelation zu einem bestimmten Implantattyp
aufgezeigt werden konnte [87, 154]. Nach Schitzung der FDA liegt die Anzahl der
betroffenen Frauen mit ALCL bei 60 von insgesamt 5-10 Millionen Frauen mit SBI. Diese
Anzahl ist geringer als die erwartete Patientenanzahl mit ALCL an anderen Korperstellen, ist
jedoch signifikant erhoht gegeniiber der Gesamtbevdlkerung [51, 155]. Allgemein ist ALCL
eine seltene Krebsform, die das abnormale Wachstum der T-Lymphozyten beinhaltet, wobei
u. a. Dioxine und einige Pestizide als Ursachen diskutiert werden [51, 156, 157]. Es gibt nur
wenige weitere Studien, die den Zusammenhang zwischen SBI und anderen Krebsarten bei
Implantattrigern untersuchen, jedoch wurde von erhohten Fallzahlen an Cervix- und Vulva-

Karzinomen sowie an Lungen- und Hirntumoren berichtet [ 158].

2.1.3.4 Silikonimplantate der Hersteller Poly Implant Prothése und Rofil Medical
Nederland B.V.

In Verbindung mit dem Bekanntwerden im April bzw. Juni 2010, dass einige SBI der
Hersteller Poly Implant Protheése, Rofil Medical Nederland B.V. (Rofil) und GfE
Medizintechnik (TiBREZZE-Implantate) Industriesilikon beinhalteten, gaben sowohl die
franzosische Agentur fiir die Sicherheit von Gesundheitsprodukten (franz. Agence frangaise
de sécurité sanitaire des produits de santé, Afssaps’), als auch das Bundesinstitut fiir
Arzneimittel- und Medizinprodukte (BfArM) die Empfehlung zur regelmifBigen Kontrolle auf
Intaktheit der SBI mittels SONO heraus. Eine allgemeine, weiterhin aktuelle Empfehlung zur
Explantation dieser SBI als Vorsichtsmainahme wurde erst im Dezember 2011 bzw. Januar
2012 auf Basis zahlreicher Fallberichte, die ein erhohtes Gel-Bluten bei diesen Implantaten
aufzeigten, herausgegeben. Weitere Komplikationen, wie lokale Entziindungsreaktionen und
angeschwollene Achsellymphknoten, die bereits von anderen SBI-Herstellern bekannt sind,

wurden nur in einigen Fillen diagnostiziert. Weltweit sind etwa 400.000 Frauen und etwa

> Seit Mai 2012: Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM)
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5.000 Frauen in Deutschland (ca. 9.200 Frauen mit SBI der Hersteller Rofil, TiIBREZZE und
PIP) vom sogenannten ,,PIP-Skandal* betroffen [1, 2].

Im Gegensatz zu SBI mit kohisiven, medical-grade Silikongel®, beispielsweise der
amerikanischen Hersteller Allergan und Mentor wurden insbesondere fiir die PIP-Implantate,
die nach dem Jahr 2003 implantiert wurden, hohere Rupturraten ermittelt. Diese variieren von
4 % nach CROUZET et al. [159] bis hin zu 32 % nach einer Liegezeit von 10 Jahren nach
BERRY & STANEK [160]. Im Abschlussbericht der EU-Kommission von Mai 2014 wird eine
gemittelte Rupturrate von 17 % nach einer Implantationsdauer von ca. 6 Jahren angegeben,
die gegeniiber der Rupturrate anderer Hersteller (1-4 %) signifikant erhoht ist [1, 108, 110,
111]). Die hohere Rupturrate dieser SBI konnte nach SWARTS et al. mit der reduzierten
Zugfestigkeit, die einer variablen Schichtdicke (kleiner 0,57 mm) und dem vermehrten
Auftreten von Fehlstellen in der Elastomer-Hiille zugrunde liegt, begriindet werden [161].
Eine erhohte Permeabilitit der SBI-Hiille wurde von BERETTA et al. identifiziert, die
Cholesterol im Gel explantierter PIP-SBI analysierten [73]. Des Weiteren ergab die
Untersuchung des PIP-Silikongels, dass das vermehrte Auftreten von Silikon-Bluten mit
einem geringeren Vernetzungsgrad des Silikongels und dem Vorliegen einzelner Silikon-
Polymeren korreliert [72]. Im Vergleich zu medical-grade SBI anderer Hersteller wurden in
diesen Implantaten keine anderen Substanzen, jedoch vermehrt LMW-Siloxane, insbesondere
zyklische Methylsiloxane, D4-D6, mit Konzentrationen zwischen 130-600 pg D4-D6/g
Silikongel, gefunden [1, 72].

2.2 Niedermolekulare zyklische Methylsiloxane

Mit einem Molekulargewicht kleiner 600 Da gehoren die zyklischen Methylsiloxane D3-D6’
(cVMS) zu der Gruppe der niedermolekularen, fliichtigen Siloxane. Im Vergleich zu den
Alkanen, besitzen cVMS eine kleine, nicht polarisierbare Molekiiloberfldche, weshalb sie
untereinander nur schwach wechselwirken und einen hohen Dampfdruck (4-1147 Pa), sowie
eine geringe Oberflachenspannung (17,5-18,8 mN/m) aufweisen (s. Tabelle 1). Aufgrund
threr geringen Wasserldslichkeit zwischen 5 und 1560 pg/L [162], die in Salzwasser und mit
steigendem Molekulargewicht weiter abnimmt, sind diese Verbindungen lipophil [54]. Neben

der Wasserloslichkeit werden die Verteilungskoeffizienten zwischen dem Zweiphasensystem

¢ Silikongel fiir den medizinischen Einsatz (nach Richtlinie 93/42/EWG) wird nach ISO 14949
zusitzlich aufgearbeitet.

7 An dieser Stelle ist anzumerken, das Tetradecamethylcycloheptasiloxan (D7) mit einem
Molekulargewicht von 519,08 g/mol auch zu der cVMS-Gruppe zihlt. Es ist jedoch nicht kommerziell
erhéltlich und spielt im Bereich der Umweltanalytik eher eine untergeordnete Rolle.
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1-Oktanol und Wasser (bzw. log Kow) zur Beschreibung der Lipophilie bzw. zur
Beschreibung einer moglichen Anreicherung dieser Substanzen in verschiedenen
Umweltmatrices  herangezogen. Je nach experimentellem Aufbau  (fliissigkeits-
chromatographisch-basierte Retentionsmethode oder im geschlossenen Multiphasensystem
[163]) werden fiir D4-D6 Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten zwischen 4,5-5,9 [164],
7,0-8,9 [165] und 6,5-9,1 [166] angegeben. Die Affinitit an organischen Materialien in einem
Wasser-Feststoff-System zu adsorbieren, wie aufgeschlimmte Sedimentpartikel, wird
allgemein durch den Wasser-organischen Kohlenstoff-Verteilungskoeffizienten (log Koc)
angegeben. Der log Koc zwischen 4,2-6 fiir D4-D6 [167], verweist auf eine starke Tendenz in
einem wassrigen System mit hohem organischen Anteil beispielsweise an Boden und

Sedimenten zu binden [163].

Tabelle 1: Physikalisch-chemische Eigenschaften von zyklischen Methylsiloxanen; zusammen gestellt nach [54,

163,164, 166-171].

D3 D4 D5 D6

Molekulargewicht [g/mol] 222,46 296,62 370,77 44492
Dichte (20 °C) [g/cm?] 1,02 0,95 0,96 0,96
Dampfdruck [Pa] 1147 132 23 4
Wasserloslichkeit (23 °C) [ug/L] 1560 56 17 5
Oberflichenspannung (25 °C) [mN/m] 17,5 18,4 18,0 18,8
Verteilungskoeffizienten: Log Kow 4.5 6,5 8,0 9,1

LOg KOC / 4,2 5,2 6,0

Aufgrund der hohen Fliichtigkeit, der geringen Oberflichenspannung, der Farb- und Geruch-
losigkeit und der guten Kompatibilitdt mit unterschiedlichen Losungsmitteln finden zyklische
Methylsiloxane, neben dem bereits aufgezeigten Einsatz als Zusdtze und Ausgangssubstanzen
fir PDMS, Anwendung in unterschiedlichen industriellen Prozessen (Herstellung von
Lebensmitteln, Zusatz flir Antischaumbildung, Oberflichenbehandlung) und in
kommerziellen Produkten (Reinigungsmittel, Schmier- und Kriechole, Klebstoffe, Pflege-
produkte) [172—178]. Daher fallen diese Verbindungen in die Kategorie Chemikalien mit
hohem Produktionsvolumen. Im Jahr 2009 war China der weltweit grofite Silikon-Hersteller
(2,7 x 10° Tonnen) und Konsument (2,7 x 10° Tonnen), wobei auch in Europa zwischen
2-19 x 10° Tonnen zyklische Siloxane verarbeitet wurden [163]. Insbesondere die Homologen
D4-D6 werden seit den 1940er Jahren mit der Markteinfiihrung von PDMS und zunehmend
seit den 1970er Jahren aufgrund ihrer geschmeidig, seidig-glinzenden Wirkung in Koper-
pflegeprodukten (engl. personal care products, PCP) und Kosmetika eingesetzt [179, 180].
Maximale Konzentrationen von 9,4 mg D4/g, 81,8 mg D5/g und 43,1 mg D6/g Nassgewicht
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wurden in Kosmetika und PCP von HORRI & KANNAN mittels GC-MS ermittelt. Insgesamt
wurde iiberwiegend D4 in Hygieneartikeln und D6 in Kosmetika und Toilettenartikeln
analysiert [176]. Das Siloxan D5 dominiert gegeniiber den anderen cVMS mit einem
Massenanteil zwischen 0,01 % in Handlotionen bis hin zu 35% in Deodorants [176, 181,
182]. Das als toxisch eingestufte D4 wurde in den letzten Jahren in PCP und Kosmetika, nicht
jedoch in Industrieprodukten vermehrt durch die beiden Siloxane D5 und D6 ersetzt [183,
184]. Hingegen treten das kleinste und das grofite Homologe der cVMS, ndmlich D3 und D7,
nur als Verunreinigung in PCP auf [185]. Da zyklische Methylsiloxane zusétzlich zur
Verdunstung u. a. auch durch Waschvorginge in das Abwassersystem gelangen, z. B. etwa
40-50 % des Siloxans D5, dass mit einer Hautlotion oder Deodorant aufgetragen wurde, sind

PCP wichtige Expositionsquellen fiir aquatische Okosysteme [182, 186].

2.2.1 Vorkommen in Umweltmatrices: Exposition und Akkumulation

Die vielfdltigen Einsatzbereiche der anthropogenen zyklischen Methylsiloxane begriinden
warum diese in der Umwelt omnipridsent sind. Insbesondere die Kontamination des
Abwassers und final die Exposition von FlieBgewéssern sind Bestandteil mehrere Studien, in
denen das in PCP dominierende D5 vermehrt auftritt [163, 166, 173, 187, 188]. Wihrend in
Flussgewdssern in Spanien relativ geringe D3-D5-Konzentrationen von ARAMENDIA et al.
zwischen 8 und 102 ng D3-D5/L ermittelt wurden [189], quantifizierten TRIMBORN et al. im
Industrieabwasser einer Kosmetikfirma in Deutschland Siloxan-Konzentrationen zwischen
0,15-0,94 mg D4/L und 1,3-26,5 mg D5/L [190]. Auch im Zulauf einer Kliranlage in den
USA wurden erhdhte Konzentrationen von bis zu 714 pg PDMS/L analysiert. Der Effluent
derselben Anlage wies eine um den Faktor 50 geringer PDMS-Konzentration auf (5-
13 ng PDMS/L), hingegen konnte eine zunehmende Anreicherung der Substanzen im
Klarschlamm mit PDMS-Konzentrationen im g/kg-Bereich beobachtet werden [191]. Nahezu
unbelastete Sedimente aus dem Adventfjord in Norwegen mit cVMS-Konzentrationen
unterhalb der Nachweisgrenze von 1 ng D4-D6/g Nassgewicht wurden von WARNER et al.
analysiert [192]. Siloxan-Konzentrationen in marine Biota aus dem Nordatlantik wurden
zwischen 180-530 ng D5/g Fett und 6-14 ng D6/g Fett in Meerestieren, wie Kabeljau,
Seeskorpion und Hering, detektiert [192]. Hingegen wurden in Zooplankton und im Fischtran
(engl. blubber) hoherer Sduger, wie Bartrobben und Grindwale, keine bzw. geringe cVMS-
Konzentrationen (maximal 42 ng D5/g Fett) gefunden [166, 192].

Zyklische Methylsiloxane gelten als persistent und potentiell bioakkumulativ [193, 194].

Nach der Stockholmer Konvention werden Schadstoffe als persistent bezeichnet (engl.
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persistent organic pollutants, POP), wenn die organischen Substanzen eine Halbwertszeit in
der Umwelt iiber zwei Tage, einen Biokonzentrationsfaktor, der das Konzentrationsverhiltnis
zwischen der Biokonzentration z. B. im Fisch und Wasser angibt (engl. bioconcentration
factor, BCF), und einen Verteilungskoeffizienten log Kow oberhalb von fiinf (log Kow 6-9 fiir
D4-D6) aufweisen [195]. Experimentell wurden ein BCF in verschiedenen Fischen und
Saugetieren zwischen 7000-13400 L/kg fiir D4 [196] und 5900-13700 L/kg fiir D5 [188, 197]
ermittelt. Aufgrund der starken Tendenz in Lipiden zu akkumulieren (vorzugsweise im
Fettgewebe, aber auch in verschiedenen Organen [198, 199]), zeigen D4 und D5 einen um
Faktor 6-14 hoheren BCF als das polychlorierte Biphenyl PCB 180. Allerdings wurde fiir das
Cyclohexasiloxan D6 ein um den Faktor 5-10 kleinerer BCF gegeniiber PCB 180 ermittelt
[194]. Im Vergleich zu den experimentell bestimmten BCF wurden in Laborversuchen an
Dickkopferlitzen und Guppies geringere BCF zwischen 1040-4920 L/kg fiir DS bestimmt
[200, 201]. Eine Biomagnifikation (Biomagnifikation Faktor BMF > 1) fiir D5 (BMF 0,2-
0,8), also eine Anreicherung in der Nahrungskette, konnte bisher nicht eindeutig bestitigt
werden [197, 202]. Fiir die beiden Siloxane D4 und D6 konnten POWELL et al. anhand der
Nahrungskette Kabeljau-Hering und Kabeljau-Krabben in Norwegen eine geringe
Biomagnifikation mit BMF zwischen 1,0-1,2 fiir D4 und 0,9-1,75 fiir D6 aufzeigen [202].

Uber Verdampfung gelangen die cVMS in die Atmosphdre, hierzu wurden
Hintergrundkonzentrationen in einer ldndlichen Region in Schweden im Bereich von 0,3-
9 ng D5/m’ Luft von MCLACHLAN et al. bestimmt. Um den Faktor 10° erhdhte cVMS-
Konzentrationen wurden von SCHWEIGKOFLER & NIESSNER [203] und BADJABO et al. [204] u.
a. in Biogas-Anlagen mit 0,1-8,8 mg D3-D5/m’ sowie in Kldranlagen mit 2,7-15 mg D5/m’
detektiert. Insbesondere in Biogas-Anlagen konnen erhdhte Siloxan-Konzentrationen in der
Verbrennungskammer und Umwandlung in mikrokristallinem Quarz (SiO;) zu erheblichen
mechanischen Problemen fiihren [203-205]. Betrdchtliche Konzentrationsvariationen wurden
in der Innenraumluft von Wohn-, Schlaf- Bade- und Kinderzimmer sowie in Offentlichen
Einrichtungen, wie Biirogebdude, Schulen und Supermérkten, gefunden. Allgemein konnten
in Grofbritannien hohere lineare und zyklische VMS-Konzentrationen von bis zu
270 ug VMS/m® gegeniiber 170 pg VMS/m’ in Italien und 2,2-6,2 pg VMS/m’ in den USA
quantifiziert werden [165, 206, 207]. Aufgrund ihrer hohen Fliichtigkeit wurden zusétzlich
hohere D4- und D5-Konzentrationen bis zu 40 pg/m’ gegeniiber 15 pg L5-L6/m’ in der
Innenraumluft detektiert [165]. Die inhalative und dermale Exposition mit ¢cVMS bei
Verwendung von PCP und Kosmetikprodukten und die mogliche Erh6hung der cVMS-Blut-

und Brustmilchkonzentration von norwegischen Frauen wurde in drei Studien untersucht.
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Sowohl im Blutplasma mit Konzentrationen zwischen 2,5-17,7 ng D4-D6/mL [208], als auch
in der Brustmilch mit maximalen Konzentrationen von 5-10 ng D4-D6/mL [166] tritt das
Octamethylcyclotetrasiloxan als dominierendes ¢cVMS auf. Eine Korrelation zwischen der
Haufigkeit der PCP-Verwendung bzw. allgemein der Verwendung von PCP und der cVMS-
Blut- bzw. Brustmilch-Konzentration konnte von HANSSEN et al. und KAJ et al. nicht ermittelt
werden [166, 208]. Auch BIESTERBOS et al. konnten keine Korrelation zwischen der
Verwendung von PCP und einer erh6hten Siloxan-Konzentration in der ausgeatmeten Luft der
Probanden aufzeigen [209]. JOVANOVIC et al. postulieren anhand von Tierexperimenten
dermale Expositionsraten nach einmaliger Anwendung von Deodorants von etwa 0,5 % der
aufgetragenen Gesamtmenge an D4 und 0,04 % an D5 [179, 210]. Der Grofiteil der
aufgetragenen D4- und D5-Menge verdampft (etwa 90 %), bevor eine Absorption erfolgen
kann [210, 211]. Fiir andere PCP-Zusétze, wie Galaxolid und Xylen, konnten HUTTER et al.
sogar eine Korrelation zwischen der dermalen Exposition mit PCP und dem Alter der
Probanden aufzeigen, wobei eine signifikante Steigerung der Aufnahmerate bei Frauen iiber
50 Jahren beobachtet wurde [212, 213]. Berechnete Tagesdosen bei Verwendung von PCP
und Kosmetika schwanken je nach Studie zwischen 3,7 mg VMS/Tag [181] und 996 mg/Tag
[179]. Aufgrund des hohen Dampfdrucks und auf Basis von Physiologie-basierten
pharmakokinetischen Modellen ist insbesondere fiir die beiden Siloxane D4 und D5 die
Exposition iiber die Atemwege fiir den Menschen von Bedeutung [176]. Hierzu wurden von
UTELL et al. bereits 1998 Inhalationsstudien mit D4 angereicherter Luft (122 ng/L) bei zwdlf
Probanden fiir eine Stunde durchgefiihrt und eine durchschnittliche Aufnahme {iber die
Atemwege von etwa 12 % postuliert [214]. Im Gegensatz zu den cVMS in der Innenraumluft
dominieren lineare Siloxane nach LU et al. im Hausstaub mit Konzentrationen bis zu
6,2 ung Ln/g bei Expositionsraten allgemein fiir VMS von 16 ng VMS/Tag [215]. Die
vornehmlich inhalativ bedingte Exposition und anschlieBende Akkumulation im Vollblut und
Fettgewebe von Frauen und Méannern wurde von XU et al. anhand eines Fallbeispiels einer
Silikonfabrik in China untersucht. Bei einer gemittelten Luftkonzentration von 34 ug D6/m’
bis zu 3 mg D4/m’ in der Silikonfabrik gegeniiber 0,09-0,71 ug D4-D6/m’ in der
Innenraumluft der Kontrollstandorte konnte diese Arbeitsgruppe erhohte Siloxan-Gehalte im
Bauchfett der Mitarbeiter (bis zu 300 ng D4-D6/g) gegeniiber der allgemeinen Bevolkerung
(bis zu 141 ng D4-D6/g) detektieren. Auch im Blutplasma der Mitarbeiter war eine
Anreicherung von cVMS mit Konzentrationen von bis zu 250 ng D4-D6/mL im Vergleich zur

Kontrollgruppe mit maximal 8§ ng D4-D6/mL Plasma zu beobachten [216, 217].
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Neben der externen Exposition iiber die Raumluft, das Trinkwasser oder die Nahrung kommt
es, wie bereits im vorherigen Kapitel angesprochen, bei Implantattrigern von SBI zu einer
internen Exposition, u. a. durch Gel-Bluten. Hierbei wurden von FLASSBECK et al. nicht nur
eine erhohte Siloxan-Konzentration im Brustgewebe, sondern zusitzlich eine gegeniiber einer
Kontrollgruppe erhohte D3-D6-Konzentration im Vollblut (2-90 ng D3-D6/mL Blut) bzw. im
Blutplasma ermittelt (2-50 ng D3-D6/mL Plasma) [98].

2.2.2 Eliminierung und Metabolisierung in der Umwelt und in héheren

Organismen

Die Zersetzung von PDMS und zyklischen Methylsiloxanen kann in der Umwelt
grundsétzlich abiotisch iiber Hydrolyse und chemisch reaktive Stoffe sowie enzymatisch mit
Trypsin, Esterase und Lipase erfolgen [218, 219]. Zudem tritt eine thermische Zersetzung bei
Temperaturen oberhalb von 180 °C sowie eine Alterung von hochmolekularen Silikonen
unter Ausbildung zyklischer und linearer VMS, speziell von D4, auf [54].

Insbesondere die kleineren Homologen der zyklischen Methylsiloxane werden aufgrund ihres
Dampfdrucks schnell in die Atmosphére freigesetzt, wo es zu einer chemischen Zersetzung
durch reaktive Sauerstoffspezies kommt (engl. reactive oxygen species, ROS) [220]. Da die
Reaktion mit Ozon oder Nitrat-Radikalen vergleichsweise langsam ablduft, tiberwiegt die
Reaktion mit Hydroxyl-Radikalen und die anschlieBende Bildung von Silanolen. Diese
konnen zum einem aufgrund einer erhdhten Wasserloslichkeit mit dem Niederschlag zuriick
auf die Erdoberfliche gelangen oder zum anderen mit ROS bis zur vollstindigen
Mineralisierung reagieren [220-222]. Bei einer Lebensdauer von 6-23 Tagen von D4, 3-
15 Tagen von DS und sechs Tagen von D6 in der Troposphidre werden zyklische Methyl-
siloxane tiiber eine Distanz von {ber tausend Kilometer transportiert, was zu einer
breitflachigen Kontamination der Umwelt beitragen kann [188, 223]. Die Photolyse hingegen
ist aufgrund ausbleibender Absorption im Wellenldngenbereich der Ultraviolettstrahlung
(UV: 200-380 nm) fiir diese Verbindungen nicht relevant [224].

In Béden und Sedimenten erfolgt iiberwiegend die Ringdffnung der cVMS und anschlieBende
Zersetzung unter hydrolytischer Bindungsspaltung und Bildung des Hauptproduktes
Dimethylsilandiol (DMSD) [198, 225]. Die Hydrolyserate variiert hierbei mit der Grof3e des
cVMS, der Vorlage von Katalysatoren, wie zweiwertige Calcium- und dreiwertige Eisen-
bzw. Aluminium-Kationen, Sduren und Basen sowie mit dem organischen Anteil des Bodens
und der Bodenfeuchte [54, 163, 167, 220, 226, 227]. Bei neutralen Bedingungen (pH 7) und

einer Temperatur von 25 °C wurden Hydrolyseraten von 4 Tagen fiir D4, 74 Tagen fiir D5
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und 400 Tagen fiir D6 bestimmt [167]. Hingegen wurden geringere Hydrolyseraten zwischen
10-13 Tagen fiir D5 und 158-202 Tagen fiir D6 in trockenen Bdden mit einem relativen
organischen Anteil von 50-90 % erreicht [163]. Zusédtzlich wurden in saurer und in basischer
Umgebung die schnelle Umwandlung von DMSD unter Kondensation und Dimerisierung zu
linearen und zyklischen VMS sowie die vollstindige Mineralisierung bis hin zu
Siliziumdioxid, Kohlenstoffdioxid und Wasser beobachtet [54, 168, 226, 228, 229]. In einem
komplexen System, wie beispielsweise einer Kldranlage, werden cVMS nicht nur {iber
Verdampfung, sondern auch liber den mikrobiellen Zerfall eliminiert. Ein GroBteil des D4-
Anteils in diesem System adsorbiert an organischen Partikeln (ca. die Hailfte) und ist dem
Zersetzungsprozess nicht mehr zugénglich [229-232]. Studien zur anaeroben Bio-
degradierung von D4 im kompostierten Klidrschlamm wurden von GRUMPING et al.
durchgefiihrt. Hierbei konnte diese Arbeitsgruppe eine vollstindige Umsetzung von D4 zu
DMSD in maximal 100 Tagen nachweisen [230].

Die enzymatische Umsetzung von ¢cVMS in hoheren Organismen wurde in verschiedenen
Tierexperimenten und Humanstudien tiiber intravendse, inhalative und orale Exposition
vornehmlich mit isotopenmarkierten Standards untersucht. Erste Experimente zur
Metabolisierung von Cyclotetra- und Cyclopentasiloxan in Ratten wurde von VARAPRATH et
al. durchgefihrt [11, 12, 177, 178, 199]. Nach Injektion einer '*C-D4-Emulsion und
anschlieender Extraktion des Vollblutes bzw. des Plasmas, der Exkremente (Urin und Kot)
sowie der Lunge und Leber der exponierten Fischer-Ratten mit Tetrahydrofuran (THF)
analysierte  diese Arbeitsgruppe die Extrakte mittels Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (engl. high performance liquid chromatography, HPLC) und radio-
metrischer Detektion bzw. nach Derivatisierung mittels GC-MS. Wihrend der Ausgangsstoff
tibermaBig nur im THF-Extrakt der Lunge analysiert werden konnte, wurden im Blut sowie in
den Organen sowohl D4, als auch die hydrolisierten Metabolite identifiziert [11]. Im Urin
wurden hingegen nur die beiden Hauptprodukte Methylsilantriol (1) und DMSD (2), jeweils
mit einem prozentualen Anteil von 30-38 % bzw. 30-50 %, sowie die Nebenprodukte Tetra-
methyldisilandiol (3: 2-10 %), Trimethyldisilantriol (5: 4-8 %), Dimethyldisilantetrol (4 bzw.
6: 8-10 %), Methyldisilanpentol (7: 8-10 %) und Hexamethyl-trisilandiol (8: 1%) beobachtet
(vgl. Abbildung 5) [177]. Inhalationsstudien weiterer Arbeits-gruppen konnten zudem zeigen,
dass etwa 43-53 % des aufgenommenen D4 iiber die Atemluft aus dem Organismus entfernt
wird [198, 199, 233]. Die Ausscheidung des restlichen isotopenmarkierten Anteils erfolgt
iber die Exkremente (30-50 %), wobei ein kleiner prozentualer Anteil auch noch 7 Tage nach

Exposition im Skelett analysiert werden konnte [198, 199]. Der Abbau von D4 im
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Organismus nach inhalativer Exposition erfolgt analog zu anderen lipophilen Stoffen, wie
beispielsweise Styrol. Wihrend eine schnelle D4-Eliminierung aus dem Blutplasma in ca. 7-
8 Stunden auch anhand einer Human-Inhalationsstudie, durchgefiihrt von UTELL et al.,
beobachtet werden konnte, erfolgt die Eliminierung aus dem Fettgewebe mit Riickdiffusion in
das Blutsystem langsam (bis zu 11 Tage) [11, 16, 100, 199, 214, 234]. Bei D4-Ingestion
hingegen erfolgt eine langsame Aufnahme iiber den Magen-Darm-Trakt und vornehmlich die
Eliminierung aus dem Organismus iiber den Kot [235]. Ein vergleichbares Inhalations-
experiment mit '*C-markierter D5 angereicherter Luft fithrte zu einem vergleichbaren
Metabolitprofil fiir dieses Siloxan, jedoch konnten zusétzlich die beiden Vorstufen mit einem
oxidierten D5-Ringsystem (D4D‘CH,OH) und mit einem Hydroxyl-D5 (D4D’OH) im Urin
der Ratten identifiziert werden (s. Abbildung 5) [12].

Vo Y VRV
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e AT L s
_—S1 1 1 _-Si Si Si _—3S1 1 1
D5 D4D'CH,0OH D4D'OH
Hydrolyse / Oxidation
R
N e ) RV
HO—Si—— + >< + Rz//SI\ /S1\\R4 + _/Sl\ /81\ /Sl
/ R 0 R;  HO © © OH
HO 1 5
@ (2) (3-7) 8)

Abbildung 5: Moglicher Reaktionspfad von Cyclopentasiloxan in Fisher-Ratten. Mit (1) Methylsilantriol, (2)
Dimethylsilandiol DMSD (3) Tetramethyldisilandiol (Dimerdiol) mit R,4 = CH; und R;s= OH,
(4) Dimethyldisilantetrol (Dimertetrol) mit R, = CH; und R, 5.5 = OH, (§) Trimethyldisilantriol (Dimertriol) mit
R,3=CH; und R;s5 = OH, (6) Dimethyldisilantetrol (Dimertetrol) mit R; = CH; und R;,45 = OH,
(7) Methyldisilanpentol (Dimerpentol) mit R;.s = OH und (8) Hexamethyltrisilandiol (Trimerdiol); modifiziert
nach [12].
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2.2.3 Toxikologische Eigenschaften

Aufgrund des hohen Produktionsvolumens der zyklischen Methylsiloxane, ihrer Omnipréasenz
und der damit einhergehenden potentiellen Exposition, wurden verschiedene Tierexperimente
zur Bewertung der Toxikologie durchgefiihrt. Wie bei den Experimenten zur Erfassung der
Pharmakokinetik von cVMS (vgl. Kap. 2.2.2) stehen auch in den toxikologischen Studien die
beiden Homologen D4 und D5 im Fokus.

Subakute und chronische Inhalationsstudien fiihrten bei den exponierten Ratten sowohl bei
D4, als auch bei D5 mit steigender Luftkonzentration ab 420-10.800 mg D4/m’ und ab
400 mg D5/m’ zu einer zunehmenden Reizwirkung auf den Atemtrakt [13, 14]. Das
vermehrte Vorliegen von Makrophagen im Lungengewebe deutet zusétzlich auf eine
entziindliche Wirkung dieser Stoffe hin [13, 14]. Neben der Schidigung des Lungengewebes
konnte bei Kurzzeit-Inhalationsexperimenten iiber die Dauer von 3-6 Monaten bereits bei
geringen D4- bzw. D5-Luftkonzentrationen (83 mg D4/m’ und 380 mg D5/m® [223]) eine
reversible, dosisabhingige Lebervergroferung (ca. 25-35 % bei D5 [236]) mit einer
signifikante Induktion des Leberenzyms Cytochrom P450 beobachtet werden. Langzeit-
schiden oder Tumorbildungen wurden nicht dokumentiert [18, 233, 237, 238].
Geschlechtsspezifisch wurde eine verminderte Fertilitit bei weiblichen Ratten durch
Verzogerung des Eisprunges bei einer D4-Konzentration oberhalb von 850 mg D4/m’
diagnostiziert [16—-18]. Ab einer Expositionskonzentration von 8.400 mg D4/m® wurden
zudem eine erhohte Peroxidase-Aktivitit im Uterus (schwach Ostrogener Effekt), eine
Zunahme des Uterusgewichtes und eine erhdhte Sterblichkeitsrate um 50 % beobachtet [13,
14, 17, 239]. Fiir das Cyclopentasiloxan resultieren bei Expositionskonzentrationen von bis zu
2.400 mg D5/m’ vermehrt Gebdrmutterkarzinome, jedoch keine reproduktionstoxischen
Effekte [16, 18]. Eine mdogliche kanzerogene Wirkung von cVMS bei dermaler Exposition
wird in der Fachliteratur kontrovers diskutiert. Insbesondere eine mogliche Korrelation
zwischen einer um ca. 30 % steigenden Anzahl an Brustkrebs im dufleren Quadranten der
Brust und der Verwendung von Deodorants aufgrund der geringen Wasserloslichkeit und
langen Verweilzeit auf der Haut ist Gegenstand der Diskussion [240-242].

In Bezug auf die interne Exposition von Implantattrigern mit SBI wurden bereits Ende der
1990er Jahre zwei Tierstudien durchgefiihrt. Hierbei konnten KALA et al. nach einmaliger
Injektion eines SBI-Destillats® eine Verteilung der VMS im lymphatischen System sowie in

unterschiedlichen Organen mit erhohter Persistenz von D5 und D6 gegeniiber D4 beobachten.

¥ Bestehend aus zyklischen (D3, 30 %; D4, 45 %; D5, 8%; D6 und D7, 2 %) und linearen VMS (L5-
L16 mit L6-L13, 80 %) [9]
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Im Vergleich zu den linearen VMS wurden im Uterus und in den Ovarien der weiblichen
Maiuse vermehrt cVMS wiedergefunden [9]. Die letale Dosis, bei der 50 % der Maus-
population gestorben sind, wurde von LIEBERMANN et al. mit 28 g D3-D6/kg Kopergewicht
nach einmaliger intravendser Injektion eines cVMS-Destillats mit Siloxan-Konzentrationen
von 3,5 bzw. 35 g D3-D6/kg Kdopergewicht nach 5-8 Tagen ermittelt. Hierbei entwickelten
die exponierten Tiere Entziindungen der Leber und der Lunge sowie Lebernekrosen. Anhand
dieser Untersuchungen wurde die letale Dosis von D4 auf 6-7 g D4/kg Kopergewicht
geschitzt [15].

Auf Basis der geringen Wasserloslichkeit und des BCF erfolgt die Einstufung fiir D4 als nicht
oder schwach toxisch fiir aquatische Lebewesen mit einer Expositionskonzentration, bei der
keine signifikante behandlungsbedingte Wirkung beobachtet werden konnte (engl. no
observed effect concentration, NOEC), von 4,4 ng D4/L (fiir D5 8,7 ng/L) [200, 243]. Fiir D6
wurde aufgrund der geringen Wasserloslichkeit von 5 pg/L kein NOEC bestimmt. NOEC-
Werte in Sedimenten wurden fiir D4 bei 44 pg/g und fiir D5 bei 69 pg/g festgelegt.

Bezogen auf den menschlichen Organismus wurden vom europdischen wissenschaftlichen
Ausschuss fiir Verbraucherprodukte und von der kanadischen Umwelt- und Gesundheits-
behorde auf Grundlage der zuvor vorgestellten Inhalationsstudien mit auftretenden
Lungenldsionen niedrigste beobachtbare Wirkungskonzentrationen (engl. lowest observed
effect level, LOEL) bei 420 mg D4/m’ und 150 mg D5/m’ festgelegt [223]. Rechtlich
verbindliche Arbeitsplatzgrenzwerte wurden bisher nicht angegeben, jedoch wurden vom
Umweltbundesamt Vorsorgerichtwerte mit 0,4 mg D3-D6/m’ und Gefahrenrichtwerte mit

4 mg D3-D6/m’ in Innenrdumen herausgegeben [223].

2.3 Stand der Forschung: Silikon- und Siloxan-Analytik

Im Bereich der Umwelt- und Bioanalytik werden zur Analyse von hochmolekularen Silikonen
und niedermolekularen Methylsiloxanen verschiedene element- und speziesspezifische
instrumentell-analytische Verfahren angewendet. Fiir Analyt-Konzentrationen im mg/g- bis
ng/g-Bereich werden hdufig elementspezifische Methoden, wie die Atomabsorptions- (AAS)
oder Atomemissionsspektrometrie mit Plasmaanregung, elektrothermaler Anregung oder
Atomisierung im Graphitrohr, eingesetzt [191, 244, 245]. Bereits in den 1960er und 1970er
Jahren wurden spektroskopische Methoden im UV- oder Infrarot-Bereich (IR: 2,5-25 pm
bzw. 400-4000 cm™) u. a. von HORNER et al. und FRICK & BAUDISCH nach Extraktion zum
Nachweis von Silikonmaterialien in Nahrungsmitteln sowie Humanproben (Organe, wie

Niere und Gehirn) verwendet [246, 247]. Eine Quantifizierung im Spurenbereich ist bei der
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IR-Spektroskopie auf der Bande der charakteristischen, symmetrischen Silizium-Dimethyl-
Deformationsschwingung bei 1260 cm™ gegeben [248]. In vitro Studien zur Untersuchung
des Migrationsverhaltens von PDMS bei Frauen mit bleeding oder defekten SBI wurden mit
Protonen- und Silizium-NMR von PFLEIDERER & GARRIDO durchgefiihrt [8, 10, 249].

Die sensitive, speziesspezifische Analyse von Silikonen und fliichtigen Methylsiloxanen im
Spuren- und Ultraspurenbereich wird derzeit mafigeblich durch die Kopplung von
chromatographischen Systemen mit Massenspektrometern, Atomemissionsdetektoren oder
Flammenionisationsdetektoren (FID) realisiert. Hingegen wurde die direkte Analyse ohne
vorherige chromatographische Trennung fliichtiger Methylsiloxane in gasférmigen Proben
von BADJAGBO et al. mittels chemischer Ionisierung bei Atmosphédrendruck (engl.
atmospheric pressure chemical ionization, APCI) und Tandem-MS durchgefiihrt [204, 250].
Hochmolekulare Silikone und Siloxan-Metabolite (Silanole) werden beispielsweise mittels
Umkehrphasen-Chromatographie oder Gel-Permeations-Chromatographie getrennt und
anschlielend iiber einen radiometrischen Detektor oder iiber ICP-MS mit Bestimmungs-
grenzen im unteren pg/L-Bereich detektiert [191, 251]. Aufgrund ihres hohen Dampfdruckes
werden VMS iiberwiegend nach Extraktion mittels GC-MS bei konventioneller
split/splitlosen-Injektion eines Extraktes analysiert (s. Tabelle 2). Hierbei werden die
zyklischen Siloxane auf einer unpolaren PDMS- oder polaren Polyethylenglycol (PEG [192,
208])-basierten Kapillarsdule getrennt und iiber einen Elektronenstrahl fragmentiert und
ionisiert (ElektronenstoBionisation, EI). Die Identifizierung der cVMS erfolgt zum einen {iber
die Retentionszeit und zum anderen iiber das spezifische EI-MS-Spektrum im Vergleich zu
analytischen Standards. Uber die Detektion typischer Masse-Ladungsverhiltnisse (m/z) im
sogenannten SIM-Modus (engl. selected ion monitoring) konnen die cVMS quantifiziert
werden. Fiir die Extraktion von PDMS und c¢VMS aus verschiedenen meist zuvor
homogenisierten, biologischen Matrices und Umweltproben werden grundsétzlich unpolare,
aprotische Losungsmittel, wie n- Pentan [252], n-Hexan [98, 216, 220], und etwas polarere
Losungsmittel, wie Tetrahydrofuran [214, 253] und Ethylacetat [254, 255], eingesetzt. Je nach
Matrix konnen nach einfacher fliissig-fliissig-Extraktion und anschieender GC-MS-Analyse
Nachweisgrenzen (engl. limit of detection, LOD) zwischen 0,7-10 ng D4-D6/g Feuchtgewicht
in Biota [192] und 2 pg D3-D6/L Blutplasma erzielt werden. Bestimmungsgrenzen (engl.
limit of quantitation, LOQ) werden zwischen 2-4 ng D4-D6/g in Bodenproben [257] und in
Humanproben zwischen 0,4-1 ng D4-D6/g Blutplasma [216, 217] bis hin zu 17 ng D4/g
Blutplasma [214] bzw. 1,2-2,5 ng/g im Fettgewebe [217] erreicht.
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Tabelle 2: GC-MS basierte Methoden zur cVMS-Analytik in Umweltmatrices und biologischen Proben.
Analyt | Matrix Proben- Methode Wieder- LOQ Referenz
vorbereitung findungs
-rate [%]
D4-D6 | Biota SPE, Elution GC-MS 56-78  0,6-1,5 ng/g [187]
n-Hexan
D4-D6 | Fisch n-Hexan- GC-MS 83-91  MDL: [192]
Biota Extraktion 0,7-10 ng/g
D4-D6 | Biota n-Pentan- LVI- 70-91  80-130 ng/g [252]
Extraktion GC-MS
D3-D6 | Kldrschlamm | n-Hexan- LVI-GC- 80-100  0,03-0,4 ng/g [256]
Sedimente Extraktion MS
D4-D6 | Boden n-Hexan- GC-MS 94-108  2-4 ng/g [257]
Extraktion
D5 Sedimente Ethylacetat-  on-column- 113 110 ng/g [255]
Extraktion GC-MS
D5 Flusswasser / HS-GC-MS | 86-100 10 ng/L [188]
D3-D6 | Abwasser / SPME- 59-93  MDL: [258]
GC-MS 3-8 ng/L
D3-D6 | Flusswasser / SPME- k. A. 18-34 ng/L [173]
GC-MS
D4-D6 | Blutplasma | n-Hexan- GC-MS 89-95  0,4-1ng/g [216,
Bauchfett Extraktion 71-84  1,2-2,5ng/g 217]
D4-D6 | Blutplasma | n-Hexan- GC-MS 95-97 1,3-2,7 ng/L [208]
Extraktion
D3-D6 | Blutplasma | n-Hexan- GC-MS 80-100 LOD: [7, 98]
Gewebe Extraktion 2,0 ng/L
D4 Blutplasma | THF- GC-MS 90 17,0 ng/g [214]
Extraktion

MDL: Nachweisgrenze der Methode (engl. method detection limit)

k. A.: keine Angaben

Aufgrund der breiten Verwendung von PDMS und VMS ist das Hauptproblem bei der

Silikon- und Siloxan-Analytik die Kontaminationsgefahr der Proben, des Analysensystems

und der verwendeten Chemikalien. Begriindet mit der hohen Evaporationsrate aus z. B. PCP

und der damit verbundenen mdoglichen Probenkontamination durch die Innenraumluft werden

in der Fachliteratur der Einsatz von Reinraumwerkbianken mit Aktivkohlefiltern, Laminar

Flow Boxen oder selbst gebaute Purge-und-Trap-Systeme aufgefiihrt [187, 192, 255, 259].

Auch die direkte Kontamination durch das Analysesystem bzw. durch die verwendeten

Verbrauchsmaterialien, wie Silikon-Septa, mit Glaswolle gefiillte Glasverdampferrohre und

PDMS-basierte GC-Kapillare, werden diskutiert [168, 176, 178, 260].
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Die Analyse kleinster Analyt-Konzentrationen kann allgemein durch die Reduktion des
Losungsmittels erfolgen. Im Hinblick auf die hohe Fliichtigkeit der VMS stellt das Einengen
des Extraktionsmittels mittels Rotationsverdampfer oder iiber einen Stickstoffstrom aufgrund
des resultierenden Analytverlustes keine Moglichkeit dar [162, 188, 255]. Deshalb werden
andere Anreicherungstechniken, wie die Festphasenextraktion (engl. solid phase extraction,
SPE) unter Verwendung von Polystyren-, Polyacrylat- oder Alkylsilan’~-Materialien, bei der
Analyse von Biomaterialien und wéssrigen Umweltproben genutzt [187, 236, 259]. Auch die
Anreicherung zyklischer Methylsiloxane aus einer gasformigen Probe in einem Losungsmittel
oder die Anreicherung in einer Kiihlfalle (Kryotrap) konnen zu einer Sensitivitétssteigerung
fiihren [166, 261]. Neben dem hohen Zeitaufwand fiir diesen zusitzlichen Schritt in der
Probenvorbereitung beinhalten diese Techniken aufgrund der erhohten cVMS-Konzentration-
en in der Innenraumluft, insbesondere in der Laborluft auch eine zuséitzliche Kontaminations-
gefahr der Proben [162, 176, 179, 188, 203].

Mit Quantifizierungsgrenzen im ng/L-Bereich finden vermehrt alternative GC-Injektions-
techniken Anwendung. Insbesondere Techniken zur Analyse des Dampfraumes (engl.
headspace, HS), bei der die fliissige Probe kontinuierlich durchmischt wird [262], werden
hiufig zur Analyse zyklischer Methylsiloxane in Gewdsserproben eingesetzt [173, 186, 188].
Mit einer Bestimmungsgrenze von 10 ng D5/L bei Inkubationsbedingungen von 80 °C (10
min.) analysierten SPARHAM et al. Fluss- und Abwasserproben mittels HS-GC-MS [188]. Eine
Kopplung zwischen der Gasphasen-Analyse und Anreicherung der Analyten auf einem
Tragermaterial stellt die statische HS-Festphasenmikroextraktionstechnik (engl. solid phase
microextraction, SPME) dar. Hierbei adsorbieren die fliichtigen Analyten in der Gasphase an
eine Adsorber-Faser, hdufig PDMS/Divinylbenzol oder ein Diphenylen-Oxid-Polymer [188,
263]. Die Uberfiihrung der Analyten auf die chromatographische Trennsdule erfolgt im
Injektor mittels thermischer Desorption [262, 264, 265]. Mit dieser Technik und unter
Verwendung von PDMS-basierten SPME-Fasern konnten von den Arbeitsgruppen
COMPANIONI-DAMAS et al. und XU et al. MDL zwischen 3-8 ng D3-D6/L Probe bzw. LOQ
von 18-34 ng D3-D6/L Probe in Abwasser- und Gewisserproben erreicht werden [173, 258].
Eine Sensitivititssteigerung kann auch durch die Injektion groferer Probenvolumina bei der
Fliissigaufgabe erzielt werden. Mit Injektionsvolumina von 10-800 pL [175, 256] basiert
diese sogenannte /arge volume injection (LVI)-Technik allgemein auf der Verdampfung des
organischen Losungsmittels, der Abfithrung der losungsmittelreichen Gasphase und der

Anreicherung der Analyten im Glasverdampferrohr bzw. auf der stationdren Phase [266]. Bei

’ Haufiger Einsatz von C4 (Butylsilan)- und C18 (Octadecylsilan)-PDMS-basierte Materialien [236]
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den beiden hdufigsten zum Einsatz kommenden LVI-Techniken handelt es sich erstens um die
im Jahr 1985 von GROB et al. publizierten on-column-Technik [267], bei der die Injektion
(Probenvolumina zwischen 100 und 800 pL [175]) direkt auf die GC-Sdule mit
anschliefender Losungsmittelausblendung erfolgt. Zweitens konnen bei der Verwendung
eines temperaturprogrammierbaren Injektionssystem (engl. programmed temperature
vaporization, PTV) mit aktiver Kiihlung, erstmals publiziert von VOGT et al. im Jahr 1979
[268], bis zu 150 uL Probenldsung im solvent-split-, splitlosen- bzw. vapor overflow-Modus
injiziert werden. Bei der meist verbreiteten solvent-split-Variante erfolgt die Injektion der
Probe in das Glasverdampferrohr bei Temperaturen unterhalb des Siedepunktes des Losungs-
mittels. AnschlieBend wird das Losungsmittel mit einem Gegenstrom iiber den Split-Ausgang
ausgeblendet, wobei die hoher siedenden Analyten im Liner verbleiben. Erst durch eine
schnelle Aufheizung des Liners und Umschalten in den splitlos-Modus werden die Analyten
auf die Trennséule lberfiihrt [175]. Insbesondere bei komplexen Probenmatrices mit hoher-
siedenden Komponenten, die die Uberfiihrung leichtfliichtiger Komponenten beeinflussen
konnen, ist die PTV-Variante im Vorteil. Jedoch werden sehr fliichtige Analyten mit einer
Siedepunktsdifferenz kleiner 150 °C zum Losungsmittel liber den Split-Ausgang entfernt
[269]. Nach n-Pentan-Extraktion und bei einem Injektionsvolumen von 15 pL erzielten
WANG et al. mit dieser PTV-Technik im solvent-split-Modus LOQ zwischen 80-130 ng D4-
D6/g Probe in verschiedenen Umweltproben, wie Biota, Sedimente und Boden [252]. Auf der
Basis einer splitlosen-LVI-PTV-Methode'® konnten COMPANIONI-DAMAS et al. LOQ fiir die
zyklischen Methylsiloxane D3-D6 im mittleren pg/g-Bereich in Klidrschlamm und
Bodenproben erreichen [256].

Der unspezifische, aber kostengiinstige Flammenionisationsdetektor gekoppelt an ein GC-
System zur Analyse organischer Verbindungen mit LOD im unteren bis mittleren
ug/g-Bereich ist insbesondere in der Industrie weit verbreitet. Die GC-FID-Analyse
zyklischer Methylsiloxane beispielsweise in Biogas, Petroleum oder Rohbenzin ist jedoch
aufgrund der auftretenden Coelution von Siloxanen und Kohlenwasserstoffverbindungen
nicht ohne weiteres moglich [270]. Um den Einsatz von massenspektrometrischen Detektions-
einheiten zu umgehen, nutzten CHAINET et al. ein multidimensionales GC-System, das aus
zwel Trennsdulen mit orthogonalen Trenneigenschaften besteht, die {iber einen Deans Switch
gekoppelt sind [271]. Diese Form der zweidimensionalen GC, die als ,,Heart-cutting® oder
,»Cutting*-Gaschromatographie (GC-GC) bezeichnet wird [272], beinhaltet das Ausschneiden

und die Uberfiihrung eines oder mehrerer Teilbereiche des Chromatogramms aus der

"% Gleichzeitige Losungsmittel-Ausblendung und Kondensierung in einer Riickhalteschleife (engl.
retention gap) [256].
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eindimensionalen Analyse einer komplexen Probe [273-275]. Um eine umfassende Analyse
des von der ersten Trenndimension kommenden Effluenten ohne vorherige Bestimmung der
Retentionszeiten der cVMS zu erhalten [276, 277], analysierten GHOSH et al. Biogasproben
mittels der sogenannten komprehensiven zweidimensionalen GC (engl. comprehensive two-
dimensional gas chromatography, GCxGC) [270]. Vergleichbar zu einem konventionellen
eindimensionalen GC-System besteht die GCxGC, erstmals vorgestellt von LU & PHILLIPS
im Jahr 1991 [275], aus einer Injektionseinheit, einem Séulenofen'' und einer
Detektionseinheit (s. Abbildung 6a). Im Gegensatz zu einer GC-GC erfolgt die Uberfiihrung
des Effluenten von einer meist unpolaren langen Trennsiule'? (1D) auf eine kurze, polare
Trennsédule bei der GCxGC nicht iiber einen Heart-cut, sondern iiber einen Modulator [277,
278, 281-283]. Der Modulator iibernimmt in diesem Fall die Funktionen des Fraktionierens
der von der 1D-Sdule eluierenden Substanzen, des Fokussierens und der Injektion der
einzelnen Fraktionen in die 2D-Saule, weshalb er haufig auch als ,,the heart of the GCxGC

13
system*

[284] bezeichnet wird. Allgemein wird zwischen thermisch und pneumatisch
basierten Modulatoren unter-schieden, wobei in der vorliegenden Arbeit fiir den Bereich der
non-target-Analytik von SBI-Gel- und Humanproben ein Loop-Modulator, in Form eines

Zwei-Diisen-Systems der Firma Zoex Corporation, verwendet wurde (s. Abbildung 6b).

a) b)

B

2
1
ID —> —> 2D

Abbildung 6: Schematische Darstellung a) eines GCxGC-Systems mit Injektor (1), Sdulenofen (2), Trennséulen
(1D, 2D), Saulenverbinder (3), Modulator (4), Auslass zum MS (5), 2. Sdulenofen (6: optional); modifiziert nach
[278, 279]; b) eines Loop-Modulators mit in einer Schleife gefiihrten Trennsdule (1), Kaltdiise (2), Heizdiise (3);
modifiziert nach [280].

' Je nach Hersteller kann ein zweiter Saulenofen fiir die zweite Trennsiule vorliegen.
"2 1D: 10-30 m mit einem Innendurchmesser von 250-320 pm.
" Deutsch: das Herzstiick des GCxGC-Systems.
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Die in einem 90°-Winkel zueinander stehenden Diisen sind auf die in einer Schleife gefiihrte
Trennsdule'® fokussiert. Durch einen konstanten Stickstoffstrom (Kaltdiise, engl. cold-jef)
werden die Analyten in der Schleife eingeschlossen und vor dem Schleifenende fokussiert.
Erst durch einen kurzen Warmepuls der Heizdiise (engl. hot-jet, Dauer ca. 200-375 ms [284])
erfolgt die Remobilisierung der Analyten und Injektion in die zweite Trennsdule, wobei die
Schleife von der ersten Dimension zeitgleich erneut befiillt wird. Solch ein Modulations-
prozess erfolgt, abhingig von der Zusammensetzung der zu analysierenden Probe und der
Lange der 2D-Séule alle 1-8 s [277, 278, 284]. Bei durchschnittlichen 1D-Peakbreiten von 10-
30 s und einer Modulationszeit von 3-4 s folgen etwa 3-8 Einzelpeaks mit 2D-Peakbreiten
zwischen 50-250 ms, die eine schnelle Aufnahmerate des Detektors'” voraussetzen [277, 285—
288]. Ublicherweise wird fiir eine iibersichtliche Darstellung nach erfolgter GCxGC-FID-
oder MS-Analyse das erhaltene Chromatogramm mit Hilfe einer Software verarbeitet und in
einer zweidimensionalen Konturplot wiedergegeben. Dabei entspricht die x-Achse der
Analysezeit der 1D-Siule (mit der Retentionszeit der Analyten in Minuten, 'tz) und die y-
Achse der Retentionszeit in der 2D-Séule (mit der Retentionszeit der Analyten in Sekunden

’tg: maximal die Modulationszeit) [281, 282].

Erste Studien zur Identifizierung defekter Implantate anhand erhohter Konzentrationen eines
chemischen Markers auf Grundlage von instrumentell-analytischen Methoden wurden bereits
Mitte der 1990er Jahre von GARRIDO et al. durchgefiihrt. /n vivo Protonen-NMR-Messungen
der Leber verwiesen bei zweil von insgesamt fiinf Patienten mit defekten SBI auf erhohte
Silikon-Konzentrationen [8]. Die Blutanalyse mittels Silizium-NMR ergab hingegen keine
signifikanten Konzentrationsunterschiede zwischen Patienten mit defekten und intakten SBI
gegeniiber der Kontrollgruppe [8]. Auch die Arbeitsgruppen um PETERS et al. und SEMPLE et
al. analysierten Vollblut von Patienten mit und ohne SBI mittels Grafitrohr-AAS. Beide
Arbeitsgruppen konnten keine Unterschiede in den Vollblut-Konzentrationen zwischen 24-
103 pg Si/L bei den Kontrollpersonen und 39-79 ug Si/L bei den Implantattrigern mit
relativen Standardabweichungen von bis zu 100 % aufzeigen [244, 289]. Da insbesondere die
Erndhrung, aber auch Umwelteinfliisse den Silizium-Gehalt im Humanblut beeinflussen
konnen, wird Silizium als chemischer Marker fiir defekte SBI in der Fachliteratur eher
kritisch diskutiert [290].

Hingegen konnten LUGOWSKI et al. deutliche Unterschiede des Silizium-Gehalts in

Brustgewebeproben von Implantattrigern mit 13-25 mg Si/g Gewebe gegeniiber denen der

" Meist 1D-Saule, ca. 0,5-1 m [284, 367].
' FID: 50-300 Hz; Flugzeit-MS: 100-500 Hz; Quadrupol-MS: 50 Hz.
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Kontrollpersonen (235 ng Si/g Gewebe) messen [291]. PETERS et al. konnten zusitzlich
intakte (0,04-89 mg Si/g), bleeding (3,2-65 mg Si/g) und defekte SBI (1,7-152 mg Si/g)

anhand der Silizium-Konzentration im Brustgewebe der Patienten unterscheiden [244].

Signifikante ~Konzentrationsunterschiede in n-Hexan-Extrakten von Vollblut- und
Blutplasmaproben von Frauen mit SBI konnten FLASSBECK et al. mittels GC-MS aufzeigen.
Wihrend die zyklischen Methylsiloxane D3-D6 im Humanblut von Kontrollpersonen bei
LOD von 2 pg D3-D6/L Blutplasma nicht nachgewiesen werden konnten, wurden in den
meisten Proben der Frauen mit SBI erhohte Siloxan-Konzentrationen zwischen 2-50 ng D3-
D4/g Plasma bzw. 28-92 ng D3-D4/g Vollblut detektiert. Eine Korrelation zwischen dem
intraoperativen Implantat-Befund und der D3- bzw. D4-Konzentration im Blut war in dieser

Studie nicht gegeben [98].
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3 Problemstellung und Zielsetzung

Mit dem vermehrten Auftreten defekter SBI im Zuge des PIP-Skandals ab 2010 in
Verbindung mit der geringen Sensitivitdt des primér eingesetzten Untersuchungsverfahrens,
der Mammasonographie, gegeniiber der kostenintensiven Magnetresonanztomografie werden
alternative Vorsorge- und Diagnoseverfahren zunehmend eingefordert.

An diese Forderungen kniipft die vorliegenden Arbeit an, denn diese verfolgt das Ziel, eine
nicht-invasiven Diagnostikmethode zu entwickeln, um defekte SBI anhand einer einfachen
Blutanalyse der Patienten auf Basis von GC-MS basierten Methoden zu identifizieren.

Um diese Ziel zu erreichen, sollen zundchst geeignete Marker-Substanzen in Humanproben
von Frauen mit intakten, bleeding und defekten SBI (Vollblut, Kapselgewebe) identifiziert
werden, wobei zwei unterschiedliche screening-Ansitze zum Einsatz kommen werden (vgl.
Kap. 5.1). Zum einen sollen chemische Additive, die im Silikongel von SBI verschiedener
Hersteller vorzufinden sind, qualitativ mittels komprehensiver Gaschromatographie erfasst
werden. Um eine mogliche Diffusion und Akkumulation dieser Stoffe im menschlichen
Organismus aufzuzeigen, sollen die Gewebe- und Blutproben analog analysiert werden.
Neben dieser suspected-target-Analyse soll zusitzlich eine non-target-Analyse der
Blutproben von Frauen mit defekten und intakten SBI durchgefiihrt werden. Gegebenenfalls
werden Marker-Substanzen, die nur in den Blutproben von Frauen mit defekten SBI
vorkommen, iiber den Vergleich mit analytischen Standards eindeutig analysiert.

In Anlehnung an und aufbauend auf den Arbeiten von FLASSBECK et al., die zyklische
Methylsiloxane eindeutig als Indikator im Brustgewebe von Implantattrigern identifizierten
und erhohte D3- und D4-Konzentrationen im Blutplasma bzw. Vollblut von Frauen mit
intakten und defekten SBI detektierten, soll im Rahmen dieser Arbeit zusitzlich eine sensitive
GC-MS-Methode zur Quantifizierung von cVMS entwickelt und validiert werden (vgl.
Kap.5.2). Im Hinblick auf die in der Fachliteratur thematisierten Problematik der
Kontamination in Verbindung mit einer Omniprasenz und Fliichtigkeit von cVMS, gilt es, im
Folgenden mittels einer stetigen Blindwertliberwachung mogliche Kontaminationen der
Proben zu erfassen, die durch die Probenentnahme und -vorbereitung bzw. durch das
Analysegerit selbst auftreten.

AnschlieBend soll die entwickelte Methode auf die Blut- und Gewebeproben der Patienten
angewendet und die Ergebnisse werden mit dem intraoperativen Implantatbefund korreliert
werden (vgl. Kap. 5.3 und Kap. 5.4.). Bestenfalls sollen Grenzwerte im Vollblut der Patienten
definiert werden, die bei Uberschreitung auf das Vorliegen eines defekten SBI hinweisen und

die Indikation fiir einen Implantataustausch zusétzlich erhérten. Final sollen die Ergebnisse
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der entwickelten analytischen Diagnostikmethode den Ergebnisse der Mammasonographie

gegeniibergestellt werden.
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4 Experimenteller Teil

Der experimentelle Teil dieser Arbeit bezieht sich zum einen auf die non-target-Analytik von
Silikonbrustimplantaten bzw. von Gelproben dieser Implantate, sowie der Wiederfindung in
Vollblut- und Kapselgewebeproben von Implantattrigern. Zum anderen behandelt diese
Arbeit erstens die quantitative Bestimmung von zyklischen Siloxanen mittels GC-MS
basierten Methoden in Vollblut und im Kapselgewebe von Frauen mit SBI. Aufgrund der
unterschiedlichen Siloxan-Konzentrationen in Gewebe- und Vollblut von Frauen mit SBI
wurden zwei unterschiedliche GC-MS-Methoden entwickelt und validiert. Im Folgenden wird
die auf einer splitlosen Injektion basierenden GC-MS-Methode als Methode 1 (M1) und die
auf der large volume injection (LVI)-Technik basierenden GC-MS-Methode als Methode 2
(M2) bezeichnet. Alle Einstellungen, Anleitungen zur Probenvorbereitung und Angaben zur

Qualititssicherung wurden, wie in den nachfolgenden Abschnitten angegeben, ausgefiihrt.

4.1 Probenaufstellung

Die Analyse von Vollblut- und Gewebeproben von Frauen mit SBI erfolgte im Rahmen einer
zwischen August 2013 und Juni 2015 durchgefiihrten Studie, an der insgesamt 40 Frauen
teilgenommen haben. Zudem stand zur Entwicklung einer geeigneten Methode zur
Probenvorbereitung, sowie als Kontrolle Vollblut einer Frau ohne SBI zur Verfiigung. Fiir die

Analyse chemischer Additive von SBI wurden explantierte und Demo-Implantate verwendet.

4.1.1 Vollblut- und Kapselgewebeproben von Implantattrigern

GemiB des Antrags'® bei der zustindigen Ethikkommission der medizinischen Fakultit der
Universitidt Duisburg-Essen (Standort Essen) wurden in die Studie solche Patientinnen'’
eingeschlossen, fiir die ein Implantatwechsel aus vorliegenden medizinischen Griinden (z. B.
lange Liegezeit, Verdacht auf Implantatdefekt, Kapselfibrose Baker Grad III-IV, Dislokation,
Empfehlung zur Implantatentfernung nach BfArM) indiziert war. Auf medizinischer Seite
erfolgte die Koordination des Projektes durch Dr. Peter Rusch (Facharzt fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe in der Frauenklinik des Universititsklinikums Essen). Alle Handlungen

wurden in Ubereinstimmung mit den ethischen Standards des Weltirztebundes (institutionell

'® Der Ethik-Antrag mit dem Titel ,,Etablierung eines Algorithmus zur Bewertung der Qualitit und
Funktion von Silikonimplantaten der Brust (im Zusammenhang mit dem PIP/Rofil-Skandal)* wurde
nach Erginzung mit dem Datum 06.05.2013 unter dem AZ 13-5384-BO genehmigt.

"7 Siehe FuBnote 1: Auch wenn in der vorliegenden Studie ausschlieBlich weibliche Patienten
teilgenommen haben, wird nachfolgend das generische Maskulinum verwendet.
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und national) und der Deklaration von 1975 (iiberarbeitet im Jahr 2000) durchgefiihrt. Die
Zustimmung der Patienten war in allen Fillen vorhanden.

Die Blutproben der Patienten wurden in der Frauenklinik des Universititsklinikums Essen
jeweils von dem behandelten Arzt einen Tag bzw. unmittelbar vor oder wéhrend der
Operation entnommen, bei der die Explantation des Implantates erfolgte und gleichzeitig der
tatsdchliche Zustand des Implantates verifiziert wurde. Die Blutentnahme erfolgte unter
Zuhilfenahme von Citrat-Monovetten der Firma Sarstedt. Bei vollstindiger Fiillung der
Monovette bis zur Markierung wurde eine Verdiinnung des Blutes mit 0,106 molare Citrat-
Losung in einem Verhéltnis 1:10 eingehalten, so dass eine mehrmonatige Lagerung der
Proben ohne Blutgerinnung moglich war. Die etwa 1-Cent-Stiick-groen Kapselgewebe-
proben wurden wihrend der Operation von dem behandelten Arzt dorsal in der Néhe des
Einschnittes entfernt und nativ in sterilen Kunststoffrohrchen gelagert. Die Blut- und
Gewebeproben wurden getrennt voneinander in mit crushed-ice gefiillten Styroporboxen bis
zur Abholung und wihrend des Transportes gekiihlt. Im Labor wurden die Blutproben zur
Analyse vorbereitet (vgl. hierzu Kap. 4.4.2) bzw. in den Citrat-Monovetten bis zur Analyse
bei 5 °C im Kiihlschrank (Firma Liebherr-International) gelagert. Die Implantattriger waren
zum Zeitpunkt der Operation zwischen 28 und 85 Jahre alt und hatten Implantate unter-
schiedlicher Hersteller (Allergan, Impax, Mentor, Nagotex Polytech, Rofil, Silastic,
unbekannt), unterschiedlichen Gewichts (zwischen 110 und 500 g) und unterschiedlicher
Liegezeiten (1-38 Jahre). Die Einordnung der Blutproben in die entsprechende Kategorie
Hintakt* und ,,defekt” erfolgte anhand des intraoperativen Befundes der Silikonhiille. Bei
Vorlage eines intakten und eines defekten Explantates erfolgte die Zuordnung der Blutprobe
in die Kategorie ,,defekt”. Fiir die Gewebeproben wurde der intraoperative Befund ,,intakt*
bei der Vorlage von bleeding-Fliissigkeit in der Implantattasche um den Vermerk ,,bleeding*
erweitert. Die Eckdaten der vierzig Patienten sind Tabelle 3 und Tabelle 4 zu entnehmen.
Analog zur Blutentnahme der Implantattriger erfolgte die Blutentnahme bei der
Kontrollperson und zwar ebenfalls im Universititsklinikum Essen unter Zuhilfenahme von
Citrat-Monovetten. Da die Blutproben der Kontrollperson nicht nur fiir die Optimierung der
Probenvorbereitung dienten, sondern auch zur Kontrolle (field blank) genutzt wurden, wurden
diese wie die Blutproben der Implantattrager transportiert und gelagert (bis zu acht Monate

bei 5 °C).
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Tabelle 3: Charakteristika der Implantattrager (Teil 1), deren Vollblut und Kapselgewebe auf ihren Siloxan-

Gehalt hin untersucht wurden.

Implantate SONO- operativer Blutproben®

Pat. [Liegezeit |Hersteller Ergebnisse Befund Lagerdauer | Kategorie
Nr. [Jahre] li re li re [Monate]

1 9 Rofil intakt  intakt |intakt bleeding intakt
2 4 Rofil defekt intakt |bleeding intakt intakt
3 5 Rofil intakt  intakt |intakt bleeding intakt
4 10 Rofil intakt  intakt |bleeding bleeding intakt
5 8 Rofil intakt  intakt |intakt intakt intakt
6 6 Rofil intakt  intakt |bleeding bleeding intakt
7 7 unbekannt |intakt intakt |intakt intakt intakt
8 11 Rofil intakt  intakt |bleeding bleeding 15 intakt
9 3 unbekannt |intakt intakt |bleeding intakt intakt
10 24 unbekannt |intakt intakt |bleeding defekt 14 defekt
11 8 Rofil intakt  intakt |intakt defekt 14 defekt
12 17 unbekannt |intakt intakt |bleeding bleeding intakt
13 25 unbekannt | k. A. intakt |n. o. defekt 14 defekt
14 15 unbekannt |intakt intakt |intakt bleeding intakt
15 16 unbekannt |intakt intakt |intakt intakt 12 intakt
16 12 Rofil intakt  intakt |bleeding bleeding 12 intakt
17 24 Silastic defekt k. A. |bleeding n.o. 11 intakt
18 10 Rofil intakt  intakt |bleeding bleeding 11 intakt
19 1 Polytech intakt k. A. |defekt n.o. 8 defekt
20 14 Rofil intakt  intakt |bleeding defekt 7 defekt
21 4 Allergan intakt k. A. |intakt n. o. 6 intakt
22 10 Rofil intakt  intakt |intakt intakt 6 intakt
23 uk Polytech intakt  intakt |defekt  defekt 6 defekt
24 17 unbekannt |intakt intakt |intakt intakt 6 intakt
25 38 unbekannt |intakt intakt |defekt — defekt 6 defekt
26 14 Rofil intakt  intakt |defekt  bleeding 4 defekt
27 15 Rofil intakt  intakt |bleeding bleeding 4 intakt
28 2 Mentor intakt  intakt |intakt intakt 4 intakt
29 18 Unbekannt® | intakt  intakt |defekt  intakt 3 defekt
30° | 7 bzw. 11 |Rofil intakt  intakt |bleeding defekt 2 defekt
31 28 unbekannt |defekt defekt |defekt — defekt 1 defekt
32 3 Allergan intakt  intakt |intakt intakt 1 intakt
33 4 Allergan | k. A. intakt |n. o. intakt 1 intakt
34 8 Allergan intakt k. A. |intakt n. o. 0 intakt

*Die Blutproben einiger Patienten wurden mittels LVI-GC-MS analysiert. Diese wurden bis
zur Analyse bei 5 °C fiir mehrere Monate gelagert.
®Expander-Implantat
‘Implantateinlage von Pat. Nr 30: rechte Seite im Jahr 2004 und linke Seite im Jahr 2008

re: rechte Brustseite; li: linke Brustseite
k. A.: keine Angabe; n. o.: nicht operiert
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Da die Patienten Nr. 36 bis 40 Hydrogel-, Bilumen-Implantate oder einen Mix hieraus
implantiert hatten, wurden lediglich die Kapselgewebeproben auf ihren Siloxan-Gehalt hin

untersucht (zur Analyse der Kapselgewebeproben vgl. Kap. 4.4.2).

Tabelle 4: Charakteristika der Implantattrager (Teil 2) , deren Kapselgewebe auf ihren Siloxan-Gehalt hin

untersucht wurden.

Implantate SONO- intraoperativer
Pat. Liegezeit | Hersteller Ergebnisse SBI-Befund
Nr. [Jahre] li re li re
35 32 unbekannt defekt defekt defekt defekt
36 13 Rofil (B-H) |k A. defekt n. o. defekt
37 15 Nagotex (H)  |intakt defekt intakt defekt
38 18 Nagotex (B) | defekt intakt intakt intakt
39 20 Impax (B) defekt k. A. intakt n. o.
40 4 unbekannt (H) | intakt intakt intakt intakt

B-H: Bilumen-Hydrogel-Implantat; H: Hydrogel-Implantat; B: Bilumen-Implantat

4.1.2 Silikonimplantate und —explantate
Fiir die non-target-Analyse der Silikonbrustimplantate bzw. des Silikongels standen zehn
Explantate, sowie drei neue Implantate verschiedener Hersteller zur Verfligung. Die
nachstehend zu den Herstellern angegebenen Gewichtsangaben beziehen sich auf die im
Labor vorgenommene Einwaage der einzelnen Im- bzw. Explantate. Die Lagerung dieser
Implantate erfolgte in mit Wasser, anschlieend dreimalig mit Dichlormethan (drei Gléser fiir
Implantate) bzw. n-Hexan (zehn Gléser fiir Explantate) gereinigten Einmachgldsern (mit
Glasdeckel, Gummidichtung und Metallklemmen) bei 33 °C in einem Inkubator der Firma
Memmert.
e Implantate (jeweils ein Exemplar pro Hersteller):

McGhan (310 g), ehemals Inamed Asthetics (Allergan Germany), Frankfurt am Main, D

Perthese (260 g), Groupe Perouse Plastie (Mentor Germany), Hallbergmoss, D

Siltex (325 g), Mentor Germany, Hallbergmoos, D
e Explantate:

Mentor (n = 1: 465 g), Hallbergmoss, D

McGhan (n = 2: 370 g; n = 1: 445 g), ehemals Inamed Asthetics (Allergan Germany),

Frankfurt am Main, D

PIP (n=1: 170 g), Poly Implant Prothése, La Seyne-sur-Mer, FR

Rofil (n = 5: 165, 270, 285, 290 und 330 g), Rofil Medical Nederland, Teteringen, NL
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4.2 Wahl des organischen Losungsmittels und Herstellung von

Standardlosungen

Da zyklische Siloxane in der Umwelt omniprésent sind und u. a. durch Aufreinigungsprozesse
in organische Losungsmittel gelangen, wurden zu Beginn der experimentellen Arbeit
verschiedene, bereits in der Literatur diskutierte Losungsmittel (n-Hexan, n-Pentan, Dichlor-
methan, vgl. Kap. 2.3) unterschiedlicher Hersteller (Merck, Acros Organics, Fluka) und
Reinheitsgrade (HPLC-grade, SupraSolv, LC-MS-grade, for analysis) getestet. Hierzu wurden
die Losungsmittel mehrfach mittels GC-MS bei splitloser Injektion (Agilent Technologies;
M1 Einstellungen vgl. Kap. 4.7.1.1) analysiert und anhand der erhaltenen, absoluten
Signalintensitdten der zyklischen Siloxane D3-D6 auf mdgliche Verunreinigungen untersucht.
Aufgrund der relativ geringen Siloxan-Signalintensititen in Dichlormethan gegeniiber n-
Hexan (s. Abbildung 7a) und vergleichbaren Signalintensitdten bei der Injektion eines Mikro-
liters Laborluft (s. Abbildung 7b), wurde im weiteren Verlauf Dichlormethan als organisches

Losungsmittel eingesetzt.
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Abbildung 7: Extracted ion-Chromatogramme (EIC) zweier unterschiedlicher Losungsmittel nach erfolgter GC-
MS-Analyse (M1) a) n-Hexan (SupraSolv for GC-FID, Merck, Darmstadt, D), b) Dichlormethan (HPLC-grade,

Acros Organics, Geel, BEL; rot) und Raumluft (Injektionsvolumen 1 pL; griin) ibereinander gelegt.

Grundsatzlich erfolgte die Herstellung der verwendeten Standard-Losungen unter
Zuhilfenahme einer Analysenwaage der Firma Sartorius, sowie verschiedener Pipetten der
Firma Brand und einem Metallspatel im Abzug.
¢ Siloxan-Stammldsungen und Siloxan-Standardldsungen:
Zum Ansetzen der Stammldsungen der einzelnen zyklischen Siloxane D3-D6 und des
internen Standards (Tetrakis(trimethylsiloxy)silan, kurz M4Q; Notation nach General
Electric [58]) wurden jeweils 50 mg der Reinstsubstanz in einem Glaskolben eingewogen.

Anschliefend erfolgte die Zugabe von n-Hexan (Merck, Darmstadt), sodass eine End-
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konzentration von 1 g/L erhalten wurde. Diese Stammldsungen wurden, solange sie nicht
gebraucht wurden, bei -20 °C in einer Gefriertruhe der Firma Alaska bis zu sechs Monate
gelagert. Siloxan-Standardlosungen zur Kalibration des GC-Massenspektrometers und filir
die Leistungsiiberpriifung vor jeder quantitativen Analyse wurden durch Verdiinnung der
Stammldsungen mit Dichlormethan (Acros Organics, Geel) im Konzentrationsbereich 1-
1000 pg/L (M1) bzw. 0,05-4,0 ng/L (M2) und einer Konzentration des internen Standards
(M4Q) von 54 ug/L (MI1) und 667 ng/LL (M2) direkt vor dem Gebrauch hergestellt.
Zwischen den Messungen wurden die Siloxan- und die M4Q-Standardlésung im
Kiihlschrank der Firma Elektrolux bei 5 °C gelagert. Fiir die Aufstock-Experimente im
Blut bzw. in der Vergleichsmatrix des Kapselgewebes erfolgte der letzte Verdiinnungs-
schritt der M4Q- bzw. D3-D6-Stammldsung in Methanol (VWR International, Darmstadt).

e Standardldsungen flir die GCxGC-MS-Analyse:
Die Herstellung einer 2 g/L-Dodecamethylpentasiloxan (L5)-Stammlosung erfolgte durch
Einwaage von 0,02 g Reinstsubstanz in einem 10 mL-Messkolben und durch Zugabe von
10 mL Dichlormethan. Vor der GCxGC-MS-Analyse wurde die L5-Stammldsung auf eine
Endkonzentration von 200 pg L5/L mit Dichlormethan verdiinnt. Fiir die Herstellung der
Standard-Mixl6sung wurden fiir Losung A jeweils 0,02 g der einzelnen n-Alkylbenzole
(n =4-10) und des 2(Methylthio)-benzothiazols in einem 10 mL-Messkolben eingewogen
und anschlieBend in Dichlormethan geldst, sodass eine Konzentration von 2 g Substanz/L
Dichlormethan erreicht wurde. Das Ansetzten der Coffein-Stammlosung erfolgte in
Methanol (Losung B: 2 g Coffein/L). Beide Losungen wurden zusammen mit Dichlor-
methan auf eine Endkonzentration von 500 pg Substanz/L verdiinnt.

¢ Silandiol-Stammldsung
Fir die Silandiol-Stammldsung bestehend aus den drei Silandiolen, Dimethylsilandiol,
Tetramethyldisiloxan-1,3-diol und Hexamethyltrisiloxan-1,3-diol, wurden, modifiziert
nach VARAPRATH et al. [177], 20 uL Dimethoxydimethylsilan in 1 mL (Mix B) bzw. in
10 mL (Mix B) Reinstwasser gelost und das Reaktionsgemisch jeweils 5 Minuten bei
Raumtemperatur unter Zuhilfenahme eines Vortexers geschiittelt.

o Alkan-Standardlosung
Die Herstellung einer n-Alkan-Stammlosung erfolgte durch Einwaage der Reinst-
substanzen (ca. 0,02 g) und anschlieBender Verdiinnung mit Dichlormethan in einem
10 mL-Messkolben. Vor der GC-MS-Analyse (M1) wurde die Stammldsung auf eine

Endkonzentration von 1 mg n-Alkan/L Dichlormethan verdiinnt.



Experimenteller Teil 42

4.3 Probenentnahme und Extraktion von Silikongel aus Im- und

Explantaten

Fiir die Analyse des Silikongels dreier Implantate und zehn Explantate der Hersteller Mentor
McGhan (Allergan), Perthese, PIP, Rofil und Siltex auf ihre chemischen Additive wurde
zunéchst die SBI-Hiille (ca. 5 x 5 cm) mit Hilfe eines Keramikskalpells und einer Plastik-
Pinzette an einer Stelle des Implantats entfernt. AnschlieBend wurde aus einer Tiefe von etwa
einem Zentimeter eine Gel-Probe entnommen und in einem Schraubdeckelglas eingewogen
(0.075 g £ 0.005 g). Nach Zugabe von 2 mL Dichlormethan wurde das Schraubdeckelglas mit
einer Teflon-Kappe verschlossen und 5 min im Ultraschallbad behandelt. Die unverdiinnten
Dichlormethan-Gelextrakte der Hersteller Mentor, McGhan, Perthese und Siltex und die mit
Dichlormethan in einem Verhéltnis 1:4 verdiinnten Gelextrakte der Hersteller PIP und Rofil
wurden in GC-Vials iiberfiihrt und bis zur Analyse mittels komprehensiver zweidimensionaler
Gaschromatographie-Massenspektrometrie der Firma Shimadzu (GCxGC-MS-Einstellungen
vgl. Kap. 4.7.1.4) bei -80 °C in einem Tiefkiihlschrank der Firma Heraeus gelagert. Um eine
Absicherung der Ergebnisse zu erhalten, wurden je Im- bzw. Explantat zwei Gelproben an
unterschiedlichen Stellen entnommen und diese jeweils zweifach mittels GCxGC-MS
analysiert. Um mdgliche Kontaminationen im Losungsmittel oder durch Verbrauchs-
materialien etc. zu erfassen, wurde fiir jedes Im- bzw. Explantat zusétzlich ein instrumental

und ein procedural blank gemessen.

4.4 Probenvorbereitung der Blut- und Kapselgewebeproben

Unter Zuhilfenahme einer Analysenwaage (Firma Sartorius), einer Metallpinzette,
verschiedener Pipetten (Firma Brandt) und Pipettenspitzen (Firma VWR International)
erfolgte die Probenvorbereitung des Vollblutes und des Kapselgewebes in einem zuvor

gereinigten Abzug.

4.4.1 Optimierung der Lager- und Extraktionsbedingungen

Aufgrund der hohen Fliichtigkeit (insbesondere der kleineren Siloxan-Homologen) und der
unterschiedlichen Festigkeit der Gewebeproben verschiedener Patienten (weich bis kristallin
verhértet) wurden die Aufbereitungsschritte in Bezug auf die Siloxan-Wiederfindungsraten
mit aufgestockten Blutproben bzw. Gewebeproben optimiert. Bereits im Vorfeld
durchgefiihrte Messreihen zur Wiederholbarkeit (n = 5) von Siloxan-Standardlosungen mittels

GC-MS-Analyse (M1) zeigten einen positiven Effekt der Lagertemperatur von 5 °C gegen-
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tiber 22 °C. Bei durchgéngiger Kiihlung einer 20 pg D3-D6/L-Standardlésung in Dichlor-
methan konnte eine Minimierung der relativen Standardabweichung der Siloxan-Signal-
intensititen von 10-25 % auf 3-10 % bei einer Standardabweichung des internen Standards
M4Q kleiner 5 % erzielt werden. Aufgrund dessen wurde auch bei der Probenvorbereitung

auf eine nahezu durchgéngige Kiihlung geachtet.

4.4.1.1 Aufstockexperimente mit Kontrollblut

Die Optimierung der Probenvorbereitung zur Analyse von Vollblut erfolgte durch Variation
der Lagertemperatur und des Volumenverhiltnisses zwischen Vollblut und dem
Extraktionsmittel Dichlormethan. Im Hinblick auf die erforderliche Lagerdauer zwischen der
Blutentnahme und Analyse im Labor wurde anhand von aufgestockten Blutproben eine
geeignete Variante hinsichtlich der Lagerungsbedingungen entwickelt. Hierzu wurden in
sterilen 15 mL-KunststoffgefaBBen der Firma Greiner Bio-One jeweils 0,761 mL Vollblut
eingewogen (entspricht 0,7-0,8 g) und mit einer 10 mg/L methanolischen D3-D6-Siloxan-
Standardldsung bzw. mit einer d4quivalenten Menge Methanol fiir die Blindproben versetzt. In
ersten Untersuchungen zur internen cVMS-Exposition von Frauen mit SBI, durchgefiihrt von
FLASSBECK et al., wurden die beiden Homologen D3 und D4 im Blut in einem
Konzentrationsbereich zwischen 2-92 ng D3-D4/mL quantifiziert [98]. Die aufgestockten
Siloxan-Konzentrationen von 53 bzw. 83 ng D3-D6/g Blut lagen somit in Bezug auf die oben
genannte Studie im mittleren Konzentrationsbereich. Da die Quantifizierung der auf-
gestockten zyklischen Siloxane im Kontrollblut mittels internen Standard und externer
Kalibrierung erfolgte, wurden zusédtzlich 40 pL (bei 0,9 w/w, s.unten) bzw. 80 uL (bei
0,4 w/w s. unten) einer 1 mg/L M4Q-Standardlosung hinzugegeben (Endkonzentration
54 ng M4Q/L). AnschlieBend wurden die GefdBBe verschlossen, geschiittelt und fiir eine
Stunde bei Temperaturen zwischen 5 °C (Variante A, D, s. unten) bzw. zwischen 1-5 °C
(Variante B, C, s. unten) gelagert. Im Vergleich zu Variante A, wo die Proben im
Probenstinder bei 5 °C gekiihlt wurden, wurden die Proben bei Variante B in einer
Styroporbox zusammen mit drei Kiihl-packs bzw. mit crushed ice (C) im Kiihlschrank
gelagert. AnschlieBend wurden jeweils 0,750 mL Dichlormethan zugegeben und eingewogen.
Die beiden Phasen wurden mittels Vortexer durchmischt und fiir ca. 14 h bzw. 62 h bei
unterschiedlichen Temperaturen im Kiihlschrank (Variante A-C) bzw. im Gefrierschrank
(Variante D) gelagert (s. Tabelle 5). Analog zu FLASSBECK et al. [98], die ein dquivalentes
Volumenverhéltnis von Extraktionsmittel zu Vollblut bzw. die zweifache Menge an

Extraktionsmittel einsetzten, wurde bei einem Teil der Proben erneut 0,750 mL Dichlor-
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methan hinzugegeben und gewogen (1; Verhéltnis Blut-Dichlormethan 0,4 w/w). Mit dem
zweiten Teil der Proben wurde direkt weiter verfahren (2; Mischungsverhiltnis von 0,9 w/w).
Alle aufgestockten Blut- und Blindproben wurden mit einem Vortexer auf hochster Stufe
jeweils zweimal zwei Minuten extrahiert und zwischen den Extraktionsschritten gekiihlt. Um
eine Phasentrennung der Vollblut-Dichlormethan-Suspension zu erzielen, wurden die Proben
bei 14 °C und 4000 Umdrehungen pro Minute fiinf Minuten mit einer Allegra 25R-Zentrifuge
der Firma Beckman Coulter zentrifugiert. Zuletzt wurde jeweils die untere Dichlormethan-
Phase in ein GC-Vial mit Mikroinlet iiberfiihrt und mit einer Teflon-Schraubkappe
verschlossen. Die GC-Vials wurden bis zur GC-MS-Analyse (M1 vgl. Kap. 4.7.1.1 finale

Einstellungen) in einer mit crushed ice gefiillten Styroporbox im Kiihlschrank gelagert.

Tabelle 5: Aufstockexperimente mit Kontrollblut bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen und Mischungs-

verhiltnissen Vollblut-Extraktionsmittel.

Variante = Lagerungsbedingungen Lagerdauer W/W- Endkonzentration
[h] Verhiltnis [D3-D6 ng/g Blut]

Al-14h  Kiihlschrank (5 °C) 14 0,4 83

A2-14h 14 0,9 53

B1-14h  Styroporbox/ Kiihlakku; 14 0,4 83
Kiihlschrank (<5 °C)

C2-14h  Styroporbox/ crushed ice; 14 0,9 53
Kiihlschrank (<5 °C)

DI1-14h  Gefrierschrank (- 20 °C) 14 0,4 83

D2-14h 14 0,9 53

Al1-62h  Kiihlschrank (5 °C) 62 0,4 83

C2-62h  Styroporbox/ crushed ice; 62 0,9 53

Kiihlschrank (<5 °C)
1: Gesamtvolumen Dichlormethan 1,50 mL Lagerung tiber Nacht: ca. 14 h
2: Gesamtvolumen Dichlormethan 0,75 mL Lagerung iibers Wochenende: ca. 62 h

Um die Wiederholprézision der durchgefiihrten Aufstockexperimente in Abhédngigkeit von
den Lagerungs- und Extraktionsbedingungen zu bestimmen, wurden fiir jede Variante A-D
jeweils drei Ansdtze entsprechend der Angaben durchgefiihrt. Die Quantifizierung der
Siloxane in den Dichlormethan-Extrakten erfolgte iiber eine externe Kalibrierung zwischen
10-150 pg D3-D6/L (10, 20, 40, 80 und 150 pg/L bei 54 pg M4Q/L). Die Erfassung einer
moglichen cVMS-Hintergrundkonzentration im Kontrollblut erfolgte unter Durchfiihrung von
je drei Ansdtzen pro Lagervariante (A-D) ohne Vollblut nur mit Extraktionsmittel,
methanolischen D3-D6-Siloxan-Standard bzw. Methanol (procedural blank) und internem
Standard. Fiir die Validierung der entwickelten LVI-GC-MS-Methode (Methode M2) zur

Analyse zyklischer Siloxane in Vollblut wurde unter anderem die Wiederfindungsrate fiir
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zwei unterschiedliche Konzentrationen (a) 2,0 ng D3-D6/g und (b) 0,3 ng D3-D6/ g Vollblut
bestimmt. Hierzu wurden, wie oben beschrieben, in sterilen 15 mL-Kunststoffgefaen jeweils
0,92 mL Vollblut eingewogen (entspricht 0,8-0,9 g) und die methanolischen D3-D6-Siloxan-
Standardlosung mit einer Konzentration von 50 ug/L bzw. eine dquivalente Menge Methanol
fiir die Blindproben, sowie eine 100 pg/I. M4Q-Standardlosung hinzugegeben (End-
konzentration 667 ng M4Q/L). AnschlieBend wurden die Gefille verschlossen, geschiittelt
und fiir eine Stunde in einer mit crushed ice gefiillten Styroporbox im Kiihlschrank gelagert.
Nach Zugabe und Einwaage des Extraktionsmittels (0,75 mL Dichlormethan) wurden alle
Proben extrahiert (s. oben) und zusétzlich zwischen den Extraktionsschritten mittels crushed
ice gekiihlt. Nach Zentrifugation (s. oben) wurde jeweils die untere Dichlormethan-Phase in
ein GC-Vial mit Mikroinlet {iberfiihrt, mit einer Teflon-Schraubkappe verschlossen und bis
zur LVI-GC-MS-Analyse (M2 vgl. Kap. 4.7.1.1 finale Einstellungen) in einem kiihlbaren
Tray-Halter bei 8 °C gelagert. Die Quantifizierung der Siloxane in den Dichlormethan-
Extrakten erfolgte iiber eine externe Kalibrierung zwischen 0,2-3,5 ng D3-D6/L (0,2, 0,4, 0,7,
1,5 und 3,5 pg/L bei 667 ng M4Q/L). Uber einen dreifachen Ansatz je aufgestockter Siloxan-
Konzentration wurde die Wiederholprézision bei einer einfachen LVI-GC-MS-Analyse des

Dichlormethan-Extraktes bestimmt.

4.4.1.2 Aufstockexperimente mit einer Gewebe-Vergleichsmatrix

Aufgrund fehlender Kontrollproben und der physiologischen Ahnlichkeit zum Menschen
[292] (u. a. auch der Haut [293]) wurde fiir die Entwicklung einer geeigneten Proben-
vorbereitung zur Analyse von Kapselgewebeproben von Frauen mit SBI als Vergleichsmatrix
Schweine-Stielkotelett der Firma Wilhelm Brandenburg (Rewe Markt) verwendet. Die
Optimierung der Probenvorbereitung erfolgte anhand der Wiederfindungsrate der Analyten in
der aufgestockten Vergleichsmatrix. Hierbei wurde die einfache fest-fliissig-Extraktion mit
Dichlormethan einer vorangehenden Homogenisierung des Gewebes (Zellaufschluss) und
anschliefender Extraktion gegeniibergestellt. Fiir den Aufschluss kleinerer Probenmengen
(Probeneinwaage weniger als 0,5 g), sowie im Hinblick auf eine mdgliche Kontaminations-
gefahr durch die Raumluft bei offenen AufschlussgefaBBen, erfolgte das Homogenisieren der
Proben unter Zuhilfenahme der SpeedMill Plus und entsprechenden Aufschlussgefdlen mit
Keramikperlen (sogenannte Lysis Tubes), beides von der Firma Analytik Jena. In Vor-
versuchen wurden die Intervalle des Aufschlussprogrammes beziiglich Homogenitéit der
bearbeiteten Gewebemasse optimiert. Da keine aktive Kiihlung der Proben wihrend des

Aufschlusses moglich war und eine Uberhitzung der Proben aufgrund von Reibung erfolgen
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konnte, wurden zwischen den Zyklen auf Kiihlphasen geachtet. Die finalen Einstellungen des

Aufschlussprogrammes sind Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Aufschlussprogramm der SpeedMill zum Homogenisieren der Gewebeproben.

Intervall  Dauer [min] Zyklen  Pausen zwischen den Zyklen
1 0,4 4 0,4 min
2 0,2 1 0,4 min
3 0,1 1 0,4 min

Gesamtdauer: 6,5 min

Nach Einwaage von jeweils 0,1-0,2 g Gewebe-Vergleichsmatrix in sterilen 15 mL-Kunststoft-
gefdBlen erfolgte die Zugabe von einer 10 mg/L methanolischen D3-D6-Siloxan-Standard-
16sung bzw. die Zugabe einer dquivalenten Menge Methanol fiir die Blindproben, sodass eine
Siloxan-Endkonzentration von ca. 250 ng/g simuliert wurde. Die Orientierung der
aufzustockenden Siloxan-Konzentration richtete sich an erste Untersuchungen, durchgefiihrt
von FLASSBECK et al., zu Siloxan-Konzentrationen in der Bindegewebskapsel sowie in
anderen Burstgewebeproben von Implantattrigern. In dieser Studie wurden D3-D6-
Konzentrationen zwischen 9 und 1334 ng/g Gewebe, nach Homogenisierung unter Zuhilfe-
nahme eines Dispergiergerdtes (Ultra Turrax) und Extraktion mit n-Hexan quantifiziert [7].

Nach Zugabe von 80 uL einer 1 mg/L M4Q-Standardlosung wurden die Gefdfle verschlossen
und fiir drei Stunden bei Temperaturen zwischen 1-5 °C gelagert. AnschlieBend wurden
jeweils 0,75 mL Dichlormethan zugegeben, eingewogen und die Gefille nach dem
VerschlieBen kurz geschiittelt. Um eine mogliche Verzdgerung zwischen Erhalt der
Kapselgewebeproben und Analyse zu simulieren, wurden diese anschlielend fiir 14 Stunden
bei -20 C° in einem Gefrierschrank gelagert. Vor der Analyse wurde zu einem Teil der Probe
erneut 0,75 mL Dichlormethan hinzugegeben und diese anschlieBend extrahiert (s. unten). Da
das Homogenisieren mittels SpeedMill nicht mit organischem Ldsungsmittel durchgefiihrt
werden konnte, wurden die Gewebeproben in Lysis Tubes iiberfiihrt, eingewogen und (A)
direkt bzw. (B) nach Zugabe und Einwaage von 0,20 mL destilliertem Wasser im Intervall-
Modus homogenisiert (Aufschlussprogramm, s. Tabelle 6). Nach Zugabe und Einwaage des
wihrend des Aufschlusses in crushed ice gelagerten Dichlormethans und weiteren 0,75 mL
Dichlormethan zu der aufgeschlossenen Gewebemasse in die Lysis Tubes erfolgte die
Extraktion. Hierfiir wurden alle aufgestockten und aufgeschlossenen Gewebeproben, sowie
Kontrollproben mit einem Vortexer auf hochster Stufe jeweils zweimal zwei Minuten
extrahiert und zwischen den Extraktionsschritten gekiihlt. Um eine Phasentrennung der

Gewebemasse-Dichlormethan-Mischung zu erzielen, wurden die Proben bei Raumtemperatur
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und 14.500 Umdrehungen pro Minute 5 min mit einer Laborzentrifuge der Firma Eppendorf
(Variante Homogenisieren) zentrifugiert. Die Proben der Extraktionsvariante wurden 5 min
bei 14 °C und 4000 Umdrehungen pro Minute mit einer Zentrifuge der Firma Beckman
Coulter zentrifugiert. Zuletzt wurden jeweils 150 puL der unteren Dichlormethan-Phase in ein
GC-Vial mit Mikroinlet iiberfiihrt, mit 150 pL einer 54 pg M4Q/L-Standardlosung verdiinnt
und mit einer Teflon-Schraubkappe verschlossen. Die GC-Vials wurden bis zur GC-MS-
Analyse (M1 vgl. Kap. 4.7.1.1 finale Einstellungen) in einer mit crushed ice gefiillten
Styroporbox im Kiihlschrank gelagert. Um die Wiederholprédzision der durchgefiihrten
Aufstockexperimente in Abhéngigkeit von den Aufschlussbedingungen zu bestimmen,
wurden fiir jede Variante jeweils drei Ansétze entsprechend der Angaben durchgefiihrt. Die
Quantifizierung der Siloxane in den Dichlormethan-Extrakten erfolgte liber eine externe
Kalibrierung zwischen 10-150 pg D3-D6/L (10, 20, 40, 80 und 150 pg/L bei 54 ng M4Q/L).
Die Erfassung einer moglichen cVMS-Hintergrundkonzentration in der Gewebe-
Vergleichsmatrix erfolgte unter Durchfiihrung von je drei Ansdtzen pro Aufschlussvariante
(Extraktion, Homogenisieren A und B) ohne Gewebematrix nur mit Extraktionsmittel,
methanolischem D3-D6-Siloxan-Standard bzw. Methanol (procedural blank) und internem

Standard.

4.4.2 Probenvorbereitung zur quantitativen und qualitativen GC-Analyse

von Vollblut und Kapselgewebeproben von Implantattrigern

Nach Erhalt der Blut- und Kapselgewebeproben wurden diese im Labor getrennt voneinander
fiir die Analyse vorbereitet.

Fiir die Quantifizierung zyklischer Siloxane im Vollblut von Frauen mit SBI mittels GC-MS
(M1) sowie LVI-GC-MS (M2) wurden die Vollblutproben direkt nach Erhalt (Pat. Nr. 1-18
bzw. 19-23) bzw. nach Lagerung in den Citrat-Monovetten bei 5 °C iiber mehrere Monate
hinweg (0-15 Monate vgl. Tabelle 3; 8. Spalte; Pat. Nr. 8, 10, 11, 13, 15-34) im Labor
entsprechend der optimierten Probenvorbereitung (vgl. Kap. 4.4.1.1) vorbereitet. Hierzu
wurden jeweils dreimal 0,761 mL (M1) bzw. 0,920 mL (M2) des Vollblutes (aus derselben
Citrat-Monovette) eingewogen, mit 0,75 mL internen Standard in Dichlormethan (M1:
54 ng M4Q/L; M2: 667 ng M4Q/L) versetzt und erneut eingewogen. AnschlieBend wurden
die Blutproben extrahiert, zentrifugiert und nach Uberfiihrung in GC-Vials mit Mikroinlets
und Teflon-Schraubkappen mittels GC-MS (M1, vgl. Kap. 4.7.1.1 finale Einstellungen) bzw.
LVI-GC-MS (M2, vgl. Kap. 4.7.1.1 finale Einstellungen bzw. abweichende Parameter s.

Tabelle 7) analysiert. Die Vollblutproben der Kontrollperson wurden, wie oben beschrieben,
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direkt nach der Blutentnahme, sowie nach einer 8-monatigen Lagerung bei 5 °C extrahiert,
zentrifugiert und analysiert (M1 und M2, vgl. Kap. 4.7.1.1 finale Einstellungen). Auch in
diesem Fall wurde ein dreifacher Ansatz je Analyse durchgefiihrt. Die Quantifizierung der
Siloxane in den Dichlormethan-Extrakten erfolgte {iber eine externe Fiinf-Punkt-Kalibrierung
zwischen 10-150 pg D3-D6/L (M1, s. oben) und 0,2-3,0 pg D3-D6/L (M2, s. oben). Nach
erfolgter Quantifizierung wurden die Dichlormethan-Extrakte der Vollblutproben von Frauen
mit intakten (n = 11 bzw. 13) und defekten SBI (n = 9 bzw. 11), sowie zweier Hydrogel-
Implantate (Pat. Nr. 36, 40) bis zur suspected-target und non-target-Analyse via
komprehensiver zweidimensionaler Gaschromatographie-Massenspektrometrie bei -80 °C in
einem Tiefkiihlschrank der Firma Heraeus gelagert. Jedes Dichlormethan-Extrakt der
Vollblutproben wurde jeweils zweimal mittels GCxGC-MS (vgl. Kap. 4.7.1.4) analysiert.

Die Probenvorbereitung der Kapselgewebeproben der Implantattragern (Pat. Nr. 1-29 und Nr.
35-40) erfolgte entsprechend der optimierten Probenvorbereitung (vgl. Kap. 4.4.1.2). Nach
Erhalt der Kapselgewebeproben wurden diese im Labor in sterilen Kunststoffgefillen
eingewogen, mit 0,75 mL internem Standard in Dichlormethan (M1: 54 ng M4Q/L) versetzt,
erneut eingewogen und bis zur weiteren Probenvorbereitung bei -20 °C (14 bis max. 62 h)
gelagert. AnschlieBend wurden jeweils zwei Gewebeproben derselben Implantat-Seite in einer
Lysis Tube eingewogen, mit 0,2 mL Wasser versetzt und homogenisiert (s. oben und Tabelle
6). Nach Zugabe und Einwaage des Dichlormethans (von beiden Proben, insgesamt 1,50 mL)
erfolgte die Extraktion und Zentrifugation. Alle Dichlormethan-Extrakte der Gewebeproben
wurde in drei GC-Vials mit Mikroinlets und Teflon-Schraubkappen iiberfiihrt, gegebenenfalls
mit 54 ng M4Q/L-Standardlésung in Dichlormethan verdiinnt (Verdiinnungsfaktor zwischen
2-20) und mittels GC-MS (M1 vgl. Kap. 4.7.1.1 finale Einstellungen) analysiert. Zum
Vergleich wurden die Dichlormethan-Extrakte der beidseitigen Kapselgewebeproben der
Implantattrdgern Nr. 26, 28 und 29 direkt im Anschluss an die GC-EI-MS-Analyse mit 54 pg
M4Q/L-Standardlésung in Dichlormethan verdiinnt (drei Ansitze je Extrakt) und zusitzlich
mittels GC-APPI-Orbitrap-MS quantifiziert (vgl. Kap. 4.7.1.2 finale Einstellungen). Die
Quantifizierung der Siloxane in den Dichlormethan-Extrakten erfolgte {iber eine externe Fiinf-
Punkt-Kalibrierung zwischen 10-150 pg D3-D6/L (M1, s. oben). Fiir die suspected-target und
non-target-Analyse mittels komprehensiver zweidimensionaler Gaschromatographie-
Massenspektrometrie wurden die Dichlormethan-Extrakte der Kapselgewebeproben von
Frauen mit intakten SBI (n = 10) und defekten SBI (n = 6), sowie einem defekten Bilumen-

Hydrogel-Implantat (Pat. Nr. 36) bis zur Analyse bei -80 °C in einem Tiefkiihlschrank der
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Firma Heraeus gelagert. Die Dichlormethan-Extrakte wurden jeweils zweifach mittels

GCxGC-MS (vgl. Kap. 4.7.1.4) analysiert.

Tabelle 7: Ubersicht iiber die angewendeten GC-MS basierten Methoden zur quantitativen und qualitativen

Analyse von Vollblut- und Kapselgewebeproben der Implantattréger.

Patient Nr. Analysegerit abweichende GC-Parameter

Blutproben

1-18 M1

19-23 M2 Trennsdule: Rxi 5Sil-MS
(30 m; 0,25 mm ID; 0,25 pm)

8,10, 11, 13, 15-34 M2

5,6,8-13,19-29, 35, 36, 40 GCxGC-MS

(bzw. 15, 16, 30, 31)

Gewebeproben

1-29, 35-40 GC-MS (M1)

26, 28, 29 GC-APPI-MS

5,6,8-11, 13,19, 20, 23 GCxGC-MS

4.4.3 Probenvorbereitung der Blutplasmaproben fiir die qualitative non-
target-Analytik
Fiir die Untersuchung mdglicher Siloxan-Metabolite (u. a. Silandiol, Disiloxan- und Tri-
siloxandiol) in Plasmaproben von Patienten mit defekten und intakten SBI (jeweils zwei),
wurden die Blutproben bei 14 °C und 4000 Umdrehungen pro Minute fiinf Minuten
zentrifugiert und das Blutplasma in drei Aliquote je 0,95 mL in 15 mL-Kunststoffgefdlle
iiberfiihrt. Zur Kontrolle wurde das Vollblut der Kontrollperson zentrifugiert und das Plasma
in neun Aliquote je 0,95 mL aufgeteilt. Jeweils drei Aliquote der Kontrollperson wurden mit
jeweils 50 pL Silandiol-Stammlésung A bzw. B und die iibrigen drei Aliquote sowie die
Plasmaproben der Implantattrager als auch der procedural blank (0,95 mL Reinstwasser) mit
50 uL Reinstwasser versetzt. Nach Zugabe einer methanolischen M4Q-Losung wurden alle
Gefdfle unter Zuhilfenahme einer Laborschiittelplatte fiinf Minuten bei Raumtemperatur
geschiittelt. Analog zu VARAPRATH et al. [177, 294] wurden die Proben jeweils dreimal mit
1 mL Extraktionsmittel (hier Acetonitril) und unter Zugabe von 0,1 g Natriumchlorid zur
Phasentrennung eine Minute extrahiert. Die Acetonitril-Phasen wurden vereinigt und mit
0,5 g Magnesiumsulfat mittels Vortexer eine Minute getrocknet. Fiir die Derivatisierung
wurde jeweils 1 mL der getrockneten Acetonitril-Extrakte in Glas-Vials iiberfiihrt und mit
100 uL N,O-Bis-trimethylsilyl-trifluoracetamid (BSTFA) versetzt. Das Gemisch wurde fiir
30 min. bei 60 °C und 200 Umdrehungen pro Minuten geschiittelt. Durch Zugabe von

Methanol wurden iiberschiissiges BSTFA deaktiviert und die Reaktionsgemische verdiinnt
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und anschlieBend mittels GCxGC-MS (vgl. Kap. 4.7.1.4) analysiert (Silanol-End-
konzentration 37,5 und 375 pg/L Plasma; M4Q-Endkonzentration 61 pg/L Plasma).

4.4.4 Probenvorbereitung aufgestockter  Vollblutproben fiir die
dynamische headspace-GC-Analyse

Fir die Uberpriifung der Eignung einer dynamischen headspace-Injektionstechnik zur
gaschromatographischen Analyse zyklischer Siloxane in Vollblut wurden mit einer
methanolischen Siloxan-Standardlésung aufgestockte Vollblutproben sowie destilliertes
Wasser analysiert. Hierzu wurden in 20 mL-HS-Glasvials jeweils 1,5 mL Vollblut bzw.
destilliertes Wasser (Kontrolle) mit 3,48 mL destilliertem Wasser verdiinnt und mit 10 L
einer methanolischen 10 mg D3-D6/L-Standardlosung bzw. Methanol (fiir die Blindproben),
sowie mit 10 pL einer methanolischen 10 mg M4Q/L-Standardldsung versetzt. Die HS-Vials
wurden anschliefend mittels Aluminium-Kappen mit Teflon-Septa verschlossen, geschiittelt
und bei Raumtemperatur bis zur Analyse gelagert. Fiir jede Variante (Vollblut, Kontrolle
inklusive Blindproben) wurden fiinf Ansdtze durchgefiihrt und mittels GC-in-tube extraction

(ITEX)-MS analysiert (vgl. Kap. 4.7.1.3).

4.4.5 Durchfiihrung von Wasch-Experimenten bei der Probenvorbereitung

von Kapselgewebeproben
Die ermittelten Siloxan-Gehalte in den Dichlormethan-Extrakten der Kapselgewebeproben
riicken die Frage nach der Zellgéngigkeit dieser Substanzen in den Vordergrund. Um diese zu
untersuchen, wurden Wasch-Experimente mit Dichlormethan durchgefiihrt. Fiir diese
Experimente wurden jeweils zwei Kapselgewebestiicke derselben Brustseite (Pat. Nr. 21-25)
in einem 15 mL-Kunststoffgefdl eingewogen. Nach Zugabe und Einwaage von 0,75 mL
internen Standard in Dichlormethan (M1: 54 pg M4Q/L) erfolgte der erste Waschschritt fiir
eine halbe, eine und zwei Minuten mittels Vortexer auf der hochsten Stufe. AnschlieBend
wurde die Waschlosung in ein neues Kunststoffgefd3 tiberfiihrt und der Waschgang fiir das
Kapselgewebe wiederholt. Die Waschlosungen wurden vereint und mittels GC-MS (M1 vgl.
Kap. 4.7.1.1 finale Einstellungen) analysiert. Die gewaschenen Gewebeproben sowie das
dritte bisher unbehandelte Kapselgewebestiick derselben Implantatseite wurden, wie oben
aufgefiihrt, ohne vorherige Behandlung direkt homogenisiert, extrahiert und die

Dichlormethan-Extrakte analysiert (GC-MS M1 s. oben).



Experimenteller Teil 51

4.4.6 Probenvorbereitung der Kapselgewebeproben fiir die Untersuchung

mittels Fluoreszenzmikroskopie
Um den FEinfluss von Dichlormethan auf menschliche Gewebezellen zu untersuchen und
moglicherweise bei Eintritt eines Zelltodes eine Apoptose'® oder Nekrose'® [295] zuordnen zu
konnen, wurden zwei native Kapselgewebeproben direkt nach Erhalt in einem 15%-igen
Glycerin-Wasser-Gemisch bei -80 °C bis zur mikroskopischen Untersuchung gelagert. Zum
Auftauen der Zellen wurden diese jeweils zweimal mit 1,5 mL Phosphat-gepufferter
Salzlosung (DPBS, zuvor auf 37 °C erwédrmt) gewaschen und mit einem Metall-Skalpell in
2 x 2 mm-grof3e Stiicke geschnitten. Diese wurden tiber Nacht bei 37 °C in mit 3 mL DPBS-
Losung befiillten Petrischalen in einem Inkubator mit Schiittelplatte (50 Umdrehungen pro
Minute) der Firma Edmund Biihler GmbH aufgetaut. AnschlieBend erfolgte die Uberfiihrung
der Gewebestiicke auf Petrischalen mit Glasboden (fiir die Mikroskopie geeignet) und die
Zugabe von 1,5 mL DPBS-Losung, sowie 3,75 puL des Fluoreszenzfarbstoffes 5-Chloro-
methylfluorescein Diacetate (10 uM CMFD in Dimethylsulfoxid). Nach einer Inkubationszeit
von 30 min. bei 37 °C wurden die Zellen gewaschen und fiir weitere 30 min. in 1,5 mL
DPBS-Losung inkubiert. Vor der mikroskopischen Untersuchung mit einem inversen
Epifluoreszenz-Mikroskop der Firma Nikon (vgl. Kap. 4.7.1.5) wurde die Puffer-Lésung

abgenommen und die Zellen vorsichtig mit Labortiichern getrocknet.

4.5 Methodenvalidierung

Zur Bestimmung der zyklischen Siloxane wurden sowohl die GC-MS-Methoden (M1 und
M2), als auch die GC-APPI-MS-Methode validiert. Dafiir wurden die analytischen Eckdaten,
wie die Linearitdt, Wiederfindung (vgl. Kap. 4.4.1), Wiederholbarkeit, Nachweisgrenze und
Bestimmungsgrenze ermittelt. Da die Quantifizierung iiber eine externe Kalibrierung mit
internem Standard erfolgte, wurden die analytischen Grenzen iiber die Analyse von D3-
D6-Standardldsungen in Dichlormethan bestimmt. Hierzu wurde eine 8-Punkt-Kalibration in
einem Konzentrationsbereich von 2-20 ug/L fiir die M1- und GC-APPI-MS-Methode (mit 2,
3,4,5,7, 10, 15 und 20 pg D3-D6/L bei 54 ug M4Q/L)* jeweils zweimal analysiert. Fiir die
LVI-GC-MS-Methode?' wurde eine Kalibrationsreihe in einem Konzentrationsbereich von

0,05 bis 3,0 png/L (0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,7, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 und 3,0 pg D3-D6/L bei

' Verringerung des Zellvolumens, Zellschrumpfen.

' Zunahme des Zellvolumens bis zur volligen Zelllyse (Auflosen, Platzen der Zelle).

% Die D3-D6-Konzentrationen 0,5 und 1,0 pg/L lagen unterhalb der berechneten Nachweisgrenze.
*! Fiir die Trennsiulen: Optima PXLB (Macherey-Nagel) und Rxi 5Sil-MS (Restek).
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667 ng M4Q/L)** zweifach analysiert. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden nach
der Kalibriergeradenmethode anhand der DIN 32645 [296] (o= = 0,05; k = 2) berechnet.
Um eine libermafige Kontamination der Analysegerite zu vermeiden, wurde zur Bestimmung
des linearen Bereiches maximal eine 1000 pg/L- (M1 und GC-APPI-MS) bzw. eine 4 pg/L-
Standardlosung (M2) injiziert. Die Wiederholbarkeit innerhalb eines Tages und an
verschiedenen Tagen (nach Einbau eines neues Glasverdampferrohres) wurde durch dreifache
Analyse eines neu angesetzten 15 ug/L (M1, GC-APPI-MS: bei 54 pg M4Q/L) bzw.
0,7 ng/L-Siloxan-Standards (M2: bei 667 ng M4Q/L) ermittelt.

4.6 Qualitatskontrolle

Aufgrund der Omniprdsenz zyklischer Siloxane, insbesondere in der Raumluft von
Laboratorien (vgl. Kap. 2.3), musste eine kontinuierliche Uberpriifung des Analysegerites,
der Verbrauchsmaterialien, sowie des Losungsmittels auf mogliche Kontaminationen
erfolgen. Dabei wurde zur Vermeidung von Querkontaminationen zwischen den Standard-
16sungen, den Proben bzw. dem Losungsmittel auf eine rdumliche Trennung von Lagerung,
Ansetzen bzw. Préparation der Standardlosungen und Proben geachtet. Zusitzlich wurde
wihrend der Probenvorbereitung und wahrend der Analyse von Standardldsungen und Proben
auf den Gebrauch von puderfreien Nitril-Handschuhen geachtet. Um mogliche
Kontaminationen bei der Probennahme (in diesem Fall nur fiir die Blutproben moglich) zu
erfassen, wurde die Kontrollprobe (Vollblut eines Probanden ohne SBI) entsprechend der
Probennahme der Implantattriger entnommen, transportiert und direkt bzw. nach mehr-
monatiger Lagerung in der Monovette bei 5 °C analysiert (engl. field blank). Zusitzlich wurde
jeder Schritt der Probenvorbereitung durch entsprechende Blindproben iiberwacht (engl.
procedural blanks). Die Kontrolle auf mogliche Verunreinigungen des Ldsungsmittels
Dichlormethan bzw. des Analysegerites erfolgte vor jeder Quantifizierung durch mehrfache
Injektion des internen Standards (54 pgM4Q/L, meist 3-4 mal, engl. instrumental blank). Eine
Minimierung der Signalfluktuation der Siloxan-Intensitdten im instrumental blank wurde zum
einen durch den Einsatz eines Stahlkastens, der den Injektor-Einlass umgibt und vor jeder
Injektion mit Argon gespiilt wurde (vgl. Kap. 5.2.1.1), erzielt. Zum anderen wurde das
Dichlormethan, wenn es nicht genutzt wurde, unter Argon gelagert. Aufgrund der auf-
tretenden Siloxan-Hintergrundbelastung wurden instrumental bzw. procedural blanks und

Siloxan-Standardlosungen bzw. Dichlormethan-Extrakte der Vollblut- bzw. Kapselgewebe-

* D3-D6-Konzentrationen unterhalb der berechneten Nachweisgrenze Rxi: 0,05-0,3 pg/L (D3); 0,05-
0,1 ng/L (D4, D5), 0,05 pg/L (D6); Optima: 0,05 pg/L (D4, DS).
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proben alternierend gemessen. Die Kalibration des GC-MS-Systems erfolgte mindestens nach
jedem Wechsel des Glasverdampferrohres (M1 ca. alle 250 und M2 ca. alle 100 Messungen).
Zudem wurde vor jeder quantitativen Analyse ein 15 ug/L- (M1 mit 54 pg M4Q/L) bzw.
0,7 ng/L-Siloxan-Standard (M2 mit 54 pug M4Q/L) analysiert, um die Leistung des

Analysegerites zu priifen.

4.7 Verwendete Gerite und Materialien

In diesem Kapitel werden die verwendeten Labor- und Analysegerite, sowie Chemikalien und

Verbrauchsmaterialien vorgestellt.

4.7.1 Analysegerite und verwendete Einstellungen

In diesem Abschnitt sind die verwendeten Analysegerdte, sowie die vorgenommenen
Einstellungen aufgefiihrt. Da fiir die Methodenentwicklung zur quantitativen Analyse
zyklischer Siloxane mittels GC-MS einzelne Parameter beziiglich des Injektionssystems,
sowie verschiedene Trennsdulen und Temperaturprogramme des Séulenofens getestet wurden,

werden die finalen Einstellungen gesondert aufgefiihrt.

4.7.1.1 Gaschromatographie-ElektronenstofBlionisation-Quadrupol-
Massenspektrometrie
Die Analyse zyklischer Siloxane in den Kapselgewebe- und Vollblutproben von Frauen mit
intakten und defekten SBI erfolgte durch Injektion des Dichlormethan-Extraktes in einen
Gaschromatographen der Firma Agilent Technologies (Injektor der Firma Gerstel) und
anschlieBender ElektronenstoBionisation und massenspektrometrischer Detektion mittels
eines Quadrupol-Massenspektrometers (qPol-MS) der Firma Agilent Technologies. Die
Analyse der Dichlormethan-Extrakte erfolgte zum einen unter Durchfiihrung der Methode 1,
die eine splitlose Injektion eines fliissigen Probenvolumens von 1 pL bei einer konstanten
Injektortemperatur von 300 °C beinhaltet. Um eine sensitivere Analyse der Dichlormethan-
Vollblut-Extrakte zu realisieren, wurde eine large volume injection (LVI)-GC-Methode
entwickelt, nachfolgend als Methode 2 bezeichnet. Beide Methoden wurden hinsichtlich
Sensitivitit durch Minimierung des Siloxan-Untergrundes und Verbesserung der
Injektionsbedingungen optimiert.
GC-System 6890N, Agilent Technologies, Waldbronn, D
Autosampler MultiPurposeSampler (MPS 2), Gerstel, Miihlheim, D
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Injektor Temperaturprogrammierbares  Injektionssystem (PTV), Kaltaufgabe-
system 4 (KAS) und Septumfreier Aufgabekopf jeweils von Gerstel,
Miihlheim, D

Tragergas Helium 5.0 (1 mL/min), Air Liquide, Oberhausen, D

MS-System 5973N, Agilent Technologies, Waldbronn, D

EI-Quelle 70 eV, 230 °C

qPol 150 °C, Start nach 6,4 min (5Sil-MS-Séule) bzw. 2,0 min. (Optima PXLB-
Saule), Scan-Modus: 50-600 m/z; SIM-Modus: D3 (207, 191, 96), D4
(281, 265, 133), D5 (355, 267, 73), D6 (341, 429, 73) und M4Q (281, 369,
147), die Quantifizierung der zyklischer Methylsiloxane erfolgte iiber die
fett-markierten Masse-Ladungsverhéltnisse

Software Maestro Control Software for Gerstel solutions, Gerstel, Miithlheim, D

MSD Chemstation 2.0.1, Agilent Technologies, Santa Clara, US

Die Bestimmung der Totzeit erfolgte anhand der Retentionszeiten der n-Alkane bei

isokratischer Trennung (40°C) und MS-Detektion (scan-Modus: m/z 85-220) iiber die Tudler-

Franke-de Zeeuw-Gleichung.

GC-Einstellungen bei der splitlosen-Injektion (M1)

Autosampler 10 pL-Mikroliterspritze (Gerstel, Miihlheim, D), Waschgédnge vor
Injektion: 15 x Dichlormethan und nach Injektion: 15 x n-Hexan, 5 x
Dichlormethan; Injektionsvolumen 1 pL (50 uL/s), splitlos
Optimierung
KAS Inlet-Temperatur: 200 °C, 250 °C bzw. 300 °C
Inlet/Liner a) Verwirbelungseinstich, deaktiviert, Gerstel, Miithlheim, D
b) Siltek-beschichtet, deaktiviert, Restek, Bad Homburg, D
Trennsédulen a) Optima PXLB (Macherey-Nagel, Diiren, D), Rxi 5Sil-MS und Rtx 1701
(Restek, Bad Homburg, D) jeweils 30 m x 0,25 mm x 0.25 pm
b) Rxi 5Sil-MS (Restek, Bad Homburg, D), 30 m x 0,25 mm x 0,10 pm
¢) SLB-IL60 (Sigma-Aldrich, Steinheim, D), 30 m x 0,25 mm x 0,20 pm
Temperatur- a) Rxi 5Sil-MS (0,25 pm): 40 °C (6,5 min), 20 °/min auf 55 °C, 40 °/min
programm auf 130 °C (0,5 min), 10 °/min auf 158 °C, 70 °/min auf 300 °C (5,0 min)

b) Rxi 5Sil-MS (0,10 um): 40 °C (0,5 min), 10 °/min auf 140 °C, 60 °/min
auf 210 °C (1,0 min)
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¢) Rtx 1701: 40 °C (0,5 min), 30 °/min auf 200 °C, 60 °/min auf 210 °C
(1,0 min)

d) Optima PXLB: 45 °C (0,5 min), 30 °/min auf 100 °C, 5 °/min auf
110 °C (0,5 min), 30 °/min auf 160 °C, 60 °/min auf 210 °C (1,0 min)

e) SLB-IL60: 40 °C (0,5 min), 10 °/min auf 65 °C, 30 °/min auf 110 °C,
60 °/min auf 210 °C (1,0 min)

Finale Einstellungen nach erfolgter Optimierung von M1:

Inlet/Liner

KAS

Trennsaule

Siltek-beschichtet

300°C (1,0 min), 10 °C/s auf 320 °C (5,0 min)

Rxi 5Sil-MS (Filmdicke 0.25 pm): 40 °C (6,5 min), 20 °/min auf 55 °C,
40 °/min auf 130 °C (0,5 min), 10 °/min auf 158 °C, 70 °/min auf 300 °C
(5,0 min)

GC-Einstellungen bei der LVI-Technik (M2)

Autosampler 250 pL-Mikroliterspritze, Gerstel, Miihlheim, D
Waschginge vor Injektion: 5 x Dichlormethan und nach Injektion: 5 x n-
Hexan, 3 x Dichlormethan; kiihlbarer Tray-Halter (8°C), CTC Analytics
AG bzw. Axel Semrau (Sprockhovel,D)

Injektion Injektionsvolumen 100 pL, splitlos solvent vent Modus, 0 kPa (0,3 min),
purge flow: 30 mL/min, PTV-Kiihlung mit fliissigem Stickstoff, Air
Liquide, Oberhausen, D

Inlet/Liner Siltek-beschichtet (s. oben)

Optimierung

Injektion Injektionsgeschwindigkeit: 2,59-5,11 ulL/s; Vent flow: 330, 410, 500,
650 mL/min; Purge time nach 0,65-1,3 min

KAS Inlet-Temperatur (Start): -6 °C, 2 °C, 10 °C

Trennsdule Rxi 5Sil-MS (Filmdicke: 0,25 pm); Optima PXLB (Temperaturprogramme

s. oben)

Finale Einstellungen nach erfolgter Optimierung von M2:

Injektion
KAS

Trennsaule

100 pL (3,22 ul/s), vent flow 410 mL/min, purge time nach 1,05 min

2 °C (0,3 min), 16 °/s auf 150 °C, 10 °/s auf 320 °C (12,0 min)

Optima PXLB: 45 °C (0,5 min), 30 °/min auf 100 °C, 5 °/min auf 110 °C
(0,5 min), 30 °/min auf 160 °C, 60 °/min auf 300 °C (5,0 min)
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4.7.1.2 Gaschromatographie-Atmosphirendruck-Photoionisation-Orbitrap-
Massenspektrometrie
Als zusitzliche Methode zur Quantifizierung zyklischer Siloxane in Humanproben erfolgte
die Analyse mittels GC-Atmosphérendruck-Photoionisation (APPI)-Orbitrap-MS. Nach
gaschromatographischer Trennung der Analyten in einen Gaschromatographen der Firma
Agilent Technologies (Injektor der Firma SIM) erfolgte die lonisation bei Atmosphirendruck
unter Einwirkung einer Krypton-VUV®-Lampe (Firma Heracus Noblelight) in einem
Prototyp einer APPI-Quelle der Firma iGenTraX. Die massenspektrometrische Detektion
erfolgte mit einem Orbitrap-Massenspektrometer der Firma Thermo Fisher Scientific. Auch
fiir diese GC-MS basierte Methode wurde eine Optimierung hinsichtlich des Siloxan-
Untergrundes und zusdtzlich beziiglich der Ionisierungsbedingungen in der Quelle
vorgenommen.
GC-System 7890A, Agilent Technologies, Waldbronn, D
Autosampler G4513A, Agilent Technologies, Waldbronn, D mit einer 10 pL-Mikroliter-

Injektionsspritze, Hamilton, Bonaduz, CH; Waschgénge vor Injektion: 5 x
Dichlormethan und nach Injektion: 5 x n-Hexan, 3 x Dichlormethan
Injektor Split/splitlos, SIM Scientific Instruments Manufacturer, Oberhausen, D

Silikon-Septum, Thermogreen, Shimadzu, Duisburg, D

Inlet/Liner Sky-beschichtet, deaktiviert, Restek, Bad Homburg, D
Injektion 1 uL (100 pL/s), splitlos , 300 °C
Tragergas Helium 5.0 (1 mL/min), Air Liquide, Oberhausen, D

APPI-Quelle Prototyp, iGenTraX, Haan, D mit einer Kr-VUV-Lampe (IE: 10/10.6 eV),
Heraeus Noblelight, Hanau, D
Make-up gas Stickstoff 5.0 (0,65 mL/min)

MS-System Exactive, Thermo Fischer Scientific, Bremen, D
Scan-Bereich: 50-500 m/z bzw. 205-357 m/z; Quantifizierung: D5
(355,022-355,122), D6 (340,972-341,0678) und M4Q (281,020-281,074)

Optimierung
Trennsédule a) TR Dioxin-5MS (Thermo Fischer Scientific, Bremen, D), 30 m x
0,25 mm x 0,10 pm: 40 °C (0,5 min), 30 °/min auf 150 °C, 30 °/min auf
300 °C (1 min)

b) Optima PXLB: 40 °C (0,5 min), 30 °/min auf 150 °C, 30 °/min auf

» VUV: Vakuumultraviolettstrahlung < 200 nm
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Ionenquelle

300 °C (1 min)

¢) SLB-IL60: 40 °C (0,5 min), 10 °/min auf 75 °C, 30 °/min auf 110°C;
60 °/min auf 300 °C (1 min)

Temperatur: 230 °C, 250 °C, 270 °C

Finale Einstellungen nach erfolgter Optimierung der GC-APPI-Orbitrap-MS-Methode:

Ionenquelle 250 °C

Trennsdule SLB-IL60: 40 °C (0,5 min), 10 °C/min auf 75 °C, 30 °C/min auf 110°C;
60 °C/min auf 300 °C (5 min)

Software Xcalibur, Version 2.1, Thermo Fisher Scientific, Bremen, D

MSD Chemstation B04.03, Agilent Technologies, Santa Clara, US

4.7.1.3 Gaschromatographie-in-tube extraction-lon Trap-Massenspektrometrie

Um die Eignung einer dynamischen Headspace basierten Injektionstechnik, hier in-tube

extraction (ITEX), zur Analyse von zyklischen Methylsiloxanen in Vollblut zu iiberpriifen,

wurden Testmessungen zusammen mit Frau XOCHITLI OSORIO (Arbeitskreis Prof. Dr.

Thorsten C. Schmidt, Instrumentelle Analytische Chemie, Fakultit Chemie, Universitit

Duisburg-Essen) durchgefiihrt. Hierzu wurden ein GC-lon Trap-MS-System der Firma

ThermoQuest GmbH sowie ein ITEX-System der Firma Axel Semrau verwendet.

GC-System

Autosampler

Injektor/Inlet
Adsorber

ITEX-Modus

Tragergas

Trennsaule

Thermo Quest Trace GC, ThermoQuest Analytische Systeme GmbH,
Egelsbach, D

PAL Combi-xt mit ITEX2 (Axel Semrau, Sprockhdvel, D) mit einfachem
Magnetriihrer (engl. single magnet mixer, SMM),von Chromtech (Idstein,
D) mit Spritzenhalter (1,3 mL-Headspace Spritze, Hamilton, Bonaduz,
CH) und Trap-Heizung (70°C)

split/splitlos-Injektor (Axel Semrau, Sprockhdvel, D) mit Glasliner mit
Verwirbelungseinstich (deaktiviert, BGB Analytik, Rheinfelden, D)
Carbo-Nanotubes (52 mg), Bayer Material Science, Leverkusen, D
Inkubation (40 °C, 10 min, 500 rpm), Extraktion (1000 pL (100 pL/s), 60
Zyklen), Desorption (280 °C bzw. 300 °C, 10 s, 500 puL (50 uL/s)) und
Ausheizen des Adsorber-Materials (300 °C, 15 min)

Helium 5.0 (1 mL/min), Air Liquide, Oberhausen, D

Wax (Restek, Bad Homburg, D), 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm: 40 °C
(5,0 min), 5 °/min auf 220 °C (5,0 min)
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MS-System Finnigan Polaris Q Ion Trap-MS (ThermoQuest Analytische Systeme
GmbH, Egelsbach, D); 200 °C; Start: 7,5 min; Damping gas 0,3 mL
Helium/min; Scan-Modus 50-650 m/z

EI-Quelle 70 eV; Temperatur 200 °C

Software Xcalibur 1.4 Version, Thermo Fischer Scientific, Bremen, D

Pal Cycle Composer, CTC Analytics AG, Zwingen, CH

4.7.1.4 Komprehensive zweidimensionale Gaschromatographie-Quadrupol-
Massenspektrometrie

Fir die non-target- und suspected-target-Analysen der Silikongelproben und der

Humanproben der Implantattriger wurde eine komprehensive zweidimensionale Gas-

chromatographie-Quadrupol-Massenspektrometrie (GCxGC-MS) der Firma Shimadzu

verwendet. Die Modulation des von der ersten Sidule kommenden Effluenten erfolgte durch

einen Loop-Modulator der Firma Zoex.

GC-MS-System | GCMS QP2010, Shimadzu, Duisburg, D

Autosampler AOC-20i (Shimadzu, Duisburg, D) mit einer 10 pL-Mikroliterspritze, SGE

Analytical Science, Milton Keynes, UK; Waschginge vor Injektion: 3 x
Dichlormethan und nach Injektion: 7 x Dichlormethan

Injektor/Inlet split/splitlos (split 1:10) mit Silikon-Septum (Thermogreen, Shimadzu,
Duisburg, D) und Glasliner mit Glaswolle (deaktiviert, SGE Analytical
Science, Milton Keynes, UK); Injektionsvolumen 2 pL, 310 °C
Trennsdule jeweils Phenomenex, Aschaffenburg, D: ZB-5MSi (1D) 30 m x 0,25 mm x
0,25 pm und ZB-50 (2D) 1.7 m x 0.25 mm x 0.10 pm: 40 °C (1,0 min),
5 °/min auf 300 °C (1,0 min)

Modulation Loop-Modulator von Zoex Corporation (Houston, US) mit einer
Modulationszeit von 4s (cold-jet: kontinuierliche Kiihlung mit fliissigem
Stickstoff, Air Liquide, Oberhausen, D) bei einem #hot-jet von 200 ms
(130 °C, nach 10 min auf 280 °C)

Tragergas Helium 5.0 (1 mL/min), Air Liquide, Oberhausen, D
EI-Quelle 70 eV; Temperatur 200 °C
qPol 150 °C; 11,51 min — 51,00 min; Scan-Modus: 50-650 m/z (0,05 s)

Abweichende Parameter fiir die GCxGC-MS-Analyse nach BSTFA-Derivatisierung der

Blutplasmaproben und Deaktivierung mit Methanol:

Autosampler Waschgénge vor Injektion: 3 x Methanol; nach Injektion: 7 x Methanol
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Injektor Injektionsvolumen: 1 pLb

Trennung Temperaturprogramm: 40 °C (6,0 min), 5 °/min auf 300 °C (1,0 min) bei
einer Modulationszeit von 5 s

qPol 19,51-55,00 min; Scan-Modus: 50-500 m/z (0,05 s)

Software NIST, Version 08, Standard Referenz MS-Datenbank, National Institute of

Standards and Technology Gaithersburg, US

Wiley WINO08, Referenz MS-Datenbank, Gaithersburg, US
GCMS Solutions 2.21, Shimadzu, Duisburg, D

GC-Image Software, Version 2.0, GC-Image LLC, Licoln, US

4.7.1.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzaufnahmen des Kapselgewebes bzw. der human U20S-Zellen (Osteosarkom-

Zelllinie) wurden mit Hilfe von Frau Dr. Olga Miiller (Arbeitskreis Prof. Dr. Perihan Nalbant,

Molekulare Zellbiologie, Fakultit Biologie, Universitidt Duisburg-Essen) aufgenommen. Die

U20S-Zellen wurden analog zum Vorgehen, das in Kap. 4.4.6 beschrieben wurde, von Frau

DR. O. MULLER prépariert.

Mikroskop
Objektiv

Filterrad
Lampe

Kamera

Wellenlédngen

Aufnahme

Eclipse Ti-E, Nikon, Diisseldorf, D (inverse Epifluoreszenz-Messungen)
Plan, Fluor 4x Phl DL, NA: 0,13 (fiir das Kapselgewebe) und Plan Fluor
EL WD 20x DIC NI, NA: 0,45 (fiir die U20S-Zellen)

Lambda 10-2 RS232 (Sutter Instrument, Novato, US)

TI-PS 100 W

CoolSNAP HQ2, 1394, 14-bit, 220 V, mit Sony CCD (Roper Scientific,
Tucson, US)

Anregung: 492 nm; Emission: 517 nm

Nach Einstellung der Hohe, Position und Schérfe wurden die Aufnahmen
gestartet und etwa 100 pL Dichlormethan zu den U20S-Zellen
hinzugegeben. Das Gewebe wurde hingegen vor der Aufnahme mit

Dichlormethan benetzt.

Software

NIS-Elements AR, Version 3.2, Nikon, Diisseldorf, D
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4.7.1.6 Mammasonographie

Bei den an dieser Studie teilnehmenden Patienten erfolgte die klinische Vordiagnose mittels

Ultraschall in der Frauenklinik des Universititsklinikums Essen in einem Zeitraum von bis zu

vier Wochen vor dem Explantationstermin. Die Untersuchungen wurden von den Oberérzten

DR. P. RUsCH, DR. O. HOFFMANN und der Fachirztin DR. C. GOLDNAU durchgefiihrt. Fiir die

Ultraschall-Aufnahmen wurden das Acuson-Antares und das Acuson X300, beide von der

Firma Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland (Mehrfrequenzbildgebung, hochauflésend,

5-13 MHz), eingesetzt. Die erhaltenden SONO-Bilder wurden anschlieBend nach dem

Implantat-Zustand (Beschaffenheit der SBI-Hiille) beurteilt und in die entsprechende

Kategorie ,,intakt“ oder ,,defekt eingeordnet. Folgende Ultraschall-Kriterien wurden als

indikativ fiir das Vorliegen defekter SBI definiert [21, 91, 297]:

e Unterbrechungen der normalerweise scharfen Linie zwischen der SBI-Hiille und der
umliegenden Bindegewebskapsel.

e Abnorme echogene Linien im Silikongel (Strickleiter-Zeichen).

e VergroBerte und anatomisch abnorme Lymphknoten in der Achsel.

e Erhohte Echogenitit und Schallschattenbildung zwischen der Bindegewebskapsel und der
SBI-Hiille (Schneesturm-Muster).

4.7.1.7 Weitere verwendete Software

Adobe Photoshop, Version CS 5.1, Adobe Systems
ChemDraw Ultra, Version 10.0, CambridgeSoft
Mendeley Desktop, Version 1.14, Mendeley Ltd.
Office Professional Plus 2010, Microsoft

Origin Pro, Version 8 SRO, OriginLab Corporation

Windows 7 Professional, Microsoft

4.7.2 Laborgerite und Materialien

Folgende Laborgerite und Materialien kamen zum Einsatz:

¢ Aluminium-Kappen mit Teflon/Butyl-Septa, VWR International, Darmstadt, D

e Analysenwaage, AX224 (220 g max; d = 0,1 mg), Sartorius, Géttingen, D

e Argon-Haus: Edelstahlkasten, H 10 cm, L 8 cm, B 8cm, Eigenbau, Universitit Duisburg-
e Essen, D. Gespiilt mit Inertgas: Argon 4.6, Air Liquide, Oberhausen, D

o Aufschlussgefille, Lysis Tubes E, mit Keramikperlen 2,4-2,8 mm, Analytik Jena, Jena, D
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e Einmachglédser, klares Glas mit Glasdeckel, Gummidichtung und Metallklemmen,
verschiedene Hersteller und Volumen

e Gefrierschrank (-20 °C), Mediline, Liebherr-International D, Biberach an der Rif3, D

e Gefriertruhe (-20 °C), Alaska, Viernheim, D

e Glasvials, 1,5 mL-Volumen mit Gewinde, VWR International, Darmstadt, D

e Handschuhe, Nitril, verschiedene Hersteller

¢ Handschuhe, Silver Shield, Honeywell Safety Products, Smithfield, US

e Headspace-Glasflaschen, 20 mL mit Rollrand, VWR International, Darmstadt, D

e Homogenisator, SpeedMill Plus, Analytik Jena, Jena, D

e Inkubator, Kompaktschiittler und Inkubationshaube, Edmund Biihler GmbH, Hechingen, D

e Inkubator, B 40, Memmert, Schwabach, D

e Kiihlschrank (5 °C), Elektrolux, Niirnberg, D

e Kiihlschrank (5 °C), Mediline, Liebherr-International D, Biberach an der Ril3, D

o Kunststoffrohrchen, steril, Volumen 15 und 50 mL, Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

e Laborschiittelplatte, SM 25, Edmund Biihler, Hechingen, D

e Laborzentrifuge, Allegra 25R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, US

e Laborzentrifuge, MiniSpin plus, Eppendorf, Hamburg, D

e Messkolben, 10 und 50 mL, DURAN-Glas, VWR International, Darmstadt, D

e Monovetten, 3-5 mL-Volumen mit 0,106 mol Natriumcitrat-Losung (0,3-0,5 mL), EU-
Code griin, Sarstedt, Niimbrecht, D

e Petrischalen, mit und ohne Glasboden, zur Verfiigung gestellt vom AK Nalbant

e Pipetten, Transferpette® und Transferpette S®, verschiedene Volumina 0.5-1000 pL,
Brand, Wertheim, D

e Pipettenspitzen, verschiedene Groflen, VWR International, Darmstadt, D

e Priparationsbesteck: Plastik-Pinzette, Metall-Pinzette, Keramik-Skalpell, Metall-Skalpell,
verschiedene Hersteller

e Reinraum-Werkbank, biowizard, Kojair Tech Oy, Vilpulla, FIN

e Reinstwasseranlage, Arium pro VF, Sartorius Stedim Biotech, Géttingen, D

e Schraubgliser, 20 mL-Volumen, mit Gewinde, Macherey-Nagel, Diiren, D

e Schraubkappen, Teflon (PTFE), Macherey-Nagel, Diiren, D

e Septen, Kurzgewinde Teflon, 1| mm, WICOM, Heppenheim, D

e Styroporboxen, verschiedene Grof3en, Storopack Hans Reichenecker GmbH, Metzingen, D

e Tiefkiihlschrank (-80°C ), Herafreeze, Heraeus, Hanau, D
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e Ultraschallbad, USR 30 H, Merck Eurolab, Bruchsal, D
e Vortexer, Vortex Genie 2, Scitific Industries, New York, US

4.7.3 Chemikalien

¢ Siloxan-Standard-Substanzen:
Decamethylcyclopentasiloxan (D5); Hexamethylcyclotrisiloxane (D3) und Tetrakis-
(trimethylsiloxy)silane (M4Q), jeweils 97 %, Alfa Aesar, Karlsruhe, D
Dodecamethylcyclohexasiloxan (D6), 95 %, ABCR, Karlsruhe, D
Octamethylcyclotetrasiloxan (D4), 98 %, Alfa Aesar, Karlsruhe, D

e Standard-Substanzen fiir die GCxGC-MS-Analyse:
2(Methylthio)benzothiazole, 97 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Coffein, purum, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Decamethyltetrasiloxan (L4), 97%, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Dodecamethylpentasiloxan (L5), 97%, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
n-Butyl-, n-Octyl-, und n-Nonylbenzol, jeweils 99 %, Alfa Aesar, Karlsruhe, D
n-Heptyl- und n-Decylbenzol, jeweils 98 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
n-Pentyl- und n-Hexylbenzol, jeweils Analytischer Standard, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Octamethyltrisiloxan (L3), 98 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D

e [osungsmittel:
Acetonitril, > 99,9 %, fiir LC-MS, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Dichlormethan, 99,8 %, fiir HPLC stabilisiert mit Amylen, Acros Organics, Geel, BEL
Methanol, 99,8 %; HiPerSolv fiir HPLC, VWR International, Darmstadt, D
n-Hexan, 98 %; SupraSolv fiir GC-ECD/FID, Merck, Darmstadt, D

o weitere Chemikalien:
Dimethoxydimethylsilane, 97 %, Alfa Aesar, Karlsruhe, D
5-Chloromethylfluorescein Diacetate Dye (CMFDA), CellTracker green, fiir lebende
Zellen, Thermo Fisher Scientific (Invitrogen), Waltham, US
Glycerin, 99,5%, Carl Roth, Karlsruhe, D
Magnesiumsulfat, wasserfrei, > 97 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Natriumchlorid, NORMAPUR®, VWR International, Darmstadt, D
N,O-Bis-trimethylsilyl-trifluoracetamid (BSTFA), Macherey-Nagel, Diiren D bzw. Carl
Roth, Karlsruhe, D
n-Decan, > 99 %, n-Undecan, > 97 %, und n-Dodecan, > 98 % jeweils fiir GC, Sigma-

Aldrich, Steinheim, D
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n-Heptan, > 99 %, pure, Acros Organics, Geel, BEL
n-Nonan, 99 %, Alfa Aesar, Karlsruhe, D
n-Oktan, > 99 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Phosphat-gepufferte Salzlosung (Dulbecco's Phosphate-Buffered Salines, DPBS), ohne
Calcium- und Magnesiumchlorid, Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
e Vergleichsmatrix fiir das Kapselgewebe:

Stielkotelett vom Schwein, Wilhelm Brandenburg, Rewe Markt, K6ln, D
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S Ergebnisse und Diskussion

Fiir die Identifizierung einer Marker-Substanz und die Bestimmung einer Grenzkonzentration
zyklischer Siloxane im Vollblut der Patienten mit defekten Silikonbrustimplantaten wurden
unterschiedliche screening-Verfahren und GC-MS basierte Methoden angewendet. Die
nachstehenden Ausfiihrungen gliedern sich in drei Abschnitte. Im ersten Abschnitt wird die
qualitative Analyse von Silikongel unterschiedlicher SBI-Hersteller sowie die Wiederfindung
chemischer Additive in Humanproben von Patienten mit defekten und intakten SBI mittels
komprehensiver zweidimensionaler Gaschromatographie-Massenspektrometrie vorgestellt. In
diesem Kontext wurde auch eine sogenannte non-target-Analytik zur Identifizierung von
Marker-Substanzen in den Blutproben dieser Patienten durchgefiihrt. Der zweite Teil der
Arbeit behandelt die Methodenentwicklung und Validierung zur sensitiven GC-MS-Analytik
zyklischer Methylsiloxane basierend auf der split/splitlosen-Injektion bzw. der large volume
injection-Technik. Im dritten Abschnitt werden die Ergebnisse der quantitativen Analyse der
Kapselgewebe- und Blutproben vorgestellt. Komplementiert wird dieser Abschnitt um einen
Vergleich, in dem die Genauigkeit der hier entwickelten analytischen Diagnostikmethode im

Kontrast zur géingigen klinischen Methode, der Mammasonographie, beurteilt wird.

5.1 Qualitative Analyse von Silikonbrustimplantaten und
Humanproben von Implantattriagern mittels

komprehensiver zweidimensionaler Gaschromatographie

Seit der ersten Veroftentlichung von CREMER & PRIOR zur gaschromatographischen Trennung
von Kohlenstoffdioxid, Ethan und Ethin auf einer Kieselgelsdule und Wasserstoff als
Tragergas im Jahr 1951 [298] und der Auftrennung kleinerer Fettsduren durchgefiihrt von
JAMES & MARTIN [299], wurde diese Trenntechnik insbesondere im Hinblick auf die Trenn-
effizienz stetig weiter entwickelt [300]. Neben der Verldngerung der Trennsidule, die mit einer
erhebliche Zunahme der Analysezeit einhergeht [277], kann eine Erhéhung der Peakkapazitét
durch die Kopplung mehrerer Trennsdulen erreicht werden [278]. Die erste Verdffentlichung
im Bereich der multidimensionalen Gaschromatographie erfolgte bereits im Jahr 1958 von
SIMMONS & SNYDER [301], in der die Trennung eines Alkan und Cycloalkan-Gemisches
mittels ,,two-stage gas-liquid chromatography* [301] im Mittelpunkt stand. Bei dieser Trenn-
methode wurde eine Kopplung zweier Trennsédulen mit orthogonalen Trenneigenschaften und
eine Uberfiihrung der von der ersten Trennséule eluierenden Fraktion bzw. Fraktionen auf die

zweite Sédule durch Umschalten von Kipphebelventilen vorgenommen. Da nur einzelne
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Fraktionen auf die zweite Dimension tiberfiihrt werden, wird die theoretische Peakkapazitit
eines GC-GC-Systems aus der Summe der FEinzelkapazititen der beiden Trennsdulen
zusammen gesetzt, multipliziert mit der Anzahl der heart-cuts [302]. Bei -einer
komprehensiven zweidimensionalen GC hingegen, wird die hohe Trennleistung durch die
bestmdgliche Orthogonalitit der beiden Trennsdulen® sowie die vollstindige Uberfiihrung
des Effluenten auf die zweite Trennsdule erreicht. Die Peakkapazitit ist folglich das Produkt
aus den beiden Einzelkapazititen der beiden Dimensionen [277, 302, 303].

Aufgrund ihrer hohen Trennleistung, chemischen Selektivitit und Sensitivitdit nimmt die
GCxGC gekoppelt mit der Massenspektrometrie eine zentrale Rolle in der Analyse komplexer
Umwelt- und Humanproben ein, beispielsweise in der Erfassung von Metaboliten und
Identifizierung von Biomarkern [278, 304-309]. Aus diesem Grund wird die GCxGC-MS in
den nachfolgenden Abschnitten fiir die non- und suspected-target-Analytik von Silikongel-

und Humanproben verwendet.

5.1.1 Chemische Additive in Silikongel unterschiedlicher SBI-Hersteller

Insbesondere seit dem PIP-Skandal im Jahr 2010 und dem damaligen Bekanntwerden, dass in
einigen der von 2001 bis 2010 produzierten Implantate Industrie- anstatt medizinisches
Silikongel verwendet wurde [3, 6], werden instrumentell-analytische Verfahren zur Analyse
von SBI zunehmend eingesetzt. Neben der gidngigen GC-MS-Analyse fanden unterschiedliche
spektroskopische Methoden, wie die IR-, Raman- und NMR-Spektroskopie, sowie
massenspektrometrische Methoden, u. a. Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Ionisation-MS
(MALDI), und analytische Methoden in der fliissigen Phase, wie die FlieBinjektion-ESI-MS
und die HPLC gekoppelt mit UV/VIS-Detektoren, Anwendung [6, 72—74, 310, 311].

Der vorliegende Abschnitt dieser Arbeit beschreibt die qualitative Analyse von Silikongel aus
Silikonbrustimplantaten und -explantaten der Hersteller Allergan (McGhan), Mentor, Siltex,
Rofil und PIP mittels komprehensiver zweidimensionaler —Gaschromatographie-
Massenspektrometrie. Die in dieser Arbeit verwendeten, zuvor fiir Demonstrationszwecke
eingesetzten Silikonimplantate wurden von Dr. Oliver Hoffmann (Frauenklinik des
Universitétsklinikums Essen) zur Verfiigung gestellt. Die Explantate wurden bereits im Jahr
2012 im Sana Krankenhaus Diisseldorf in der Abteilung fiir Plastische und Asthetische
Chirurgie explantiert und von Dr. Mazen Hagouan bereitgestellt. Zur Uberpriifung der

Vergleichbarkeit bzw. der homogenen Verteilung der mit Dichlormethan extrahierbaren

* z. B.: Trennung entsprechend des Dampfdruckes (1D-Séule unpolar) und Trennung nach Polaritit

(2D-Séule polar) [277, 368, 369]
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chemischen Additive wurden jeweils zwei Gelproben desselben SBI an zwei unter-
schiedlichen Stellen entnommen, mit Dichlormethan extrahiert und die Extrakte je zweifach
analysiert. Eine Erfassung moglicher Hintergrund- oder Querkontaminationen erfolgte durch
die vorangehende Analyse des instrumental blanks (nur Dichlormethan) und des procedural
blanks. Abbildung 8 zeigt den resultierenden Konturplot beispielhaft fiir die GCxGC-MS-
Analyse einer zuvor verdiinnten SBI-Gelprobe des Herstellers Rofil. Nach Vergleich aller
Wiederholmessungen eines SBI mit allen zusdtzlich gemessenen instrumental und procedural
blanks wurden die Spots (unbekannte Substanzen) markiert, die in mindestens zwei der

Gelproben gemessen wurden. Aufgrund der Spot-Verteilung in der resultierenden Konturplot-

Darstellung kénnten drei homologe Reihen (HR) in dem Gel des Rofil-Explantates vorliegen:
1.) die Substanzen mit den Spot-Nr. 1,2,4,5,7,9, 12, 14, 16 und 18 (HR 1), 2.) die Spots mit
den Nummern 8, 10, 13, 15, 17 und 19 (HR 2) und 3.) die Spot-Nr. 25, 27 und 28 (HR 3).

Abbildung 8: GCxGC-MS-Analyse eines Dichlormethan-Extraktes einer Silikongelprobe eines explantierten
Rofil-SBI (Farbskala von ca. 2,5 bis 7,5 x 10° Counts). Nach Einwaage von 0,075 g Silikongel, Extraktion mit
2 mL Dichlormethan und 1:4-Verdiinnung des Extraktes mit Dichlormethan vor der Analyse.

Diese Substanzverteilung in einem GCxGC-Chromatogramm resultiert aus der Orthogonalitat
der Trennphasen, in diesem Fall mit einer unpolaren Sdule in der ersten und einer mittel-

polaren Siule in der zweiten Dimension. Substanzen einer homologen Klasse eluieren entlang
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einer Elutionsbande [279], wobei mit voranschreitender Analyse bzw. Temperatur im GC-
Ofen eine Verkiirzung der zuvor gleichméBigen Retentionszeitdifferenzen zwischen zwei
Homologen beobachtet werden kann. Neben den Elutionsbanden im GCxGC-
Chromatogramm verweisen zusdtzlich die EI-Massenspektren der Spots auf das Vorliegen
homologer Reihen, wobei typische Fragmente mit Masse-Ladungsverhiltnissen fiir
Substanzen mit einem Poly(dimethylsiloxan) (PDMS)-Geriist vorliegen (fiir HR 1 und 2:
m/z 73, 147, 221, 281, 355, 429 und 503; HR 3 s. unten). Basierend auf der gewéhlten
Zusammenstellung der beiden Trennsdulen konnten zusétzlich aufgrund der lidngeren
Retentionszeiten (ltR > 40 min; tr: > 0,5 s) hohersiedende, etwas polarere Substanzen in den
Rofil- und PIP-Explantat-Extrakten (insbesondere Spot-Nr. 32, 33) vorliegen. Die drei
moglichen homologen Reihen HR 1-3 wurden auch in den untersuchten SBI der Hersteller
Allergan und Mentor wiedergefunden. Abbildung 9 zeigt die zweidimensionale Kontur-
Darstellung der GCxGC-MS-Analyse eines McGhan-Dichlormethan-Extraktes. Auch fiir
diese Im- bzw. Explantat-Gruppe wurden nur Spots markiert, die in der zweiten GCxGC-MS-
Analyse derselben Gelprobe und nicht in den beiden Blindproben (instrumental und
procedural blank) gemessen wurden. Zusétzlich zu den moglichen homologen Reihen HR 1-3
sind in den zweidimensionalen Konturplots der Gelproben dieser Hersteller (Allergan und
Mentor) das Vorliegen einer weiteren moglichen homologen Reihe mit den Spot-Nr. 3, 36,
37,39, 11, 41, 42 und 43 (HR 4) zu erkennen. Die in der Kontur-Darstellung der verdiinnten
Rofil- und PIP-Explantate rot markierten Spots Nummer 8 und 29 sind in den Gelproben
dieser beiden Hersteller zu finden. Hingegen kommen die rot markierten Spots mit der
Nummer 20, 37, 38, 40 und 42 nur oder vermehrt in den medical-grade Implantaten [310] der

Hersteller Mentor und Allergan vor.
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Abbildung 9: GCxGC-MS-Analyse eines Dichlormethan-Extraktes einer Explantat-Silikongelprobe des
Herstellers McGhan (Farbskala von ca. 2,5 bis 7,5 x 10° Counts). Nach Einwaage von 0,075 g Silikongel und
Extraktion mit 2 mL Dichlormethan und direkter Analyse des Dichlormethan-Extraktes.

Nach Subtraktion des Signal-Hintergrundes bei dem Modulationspeak mit der hdchsten
Intensitédt in den die erhaltenen Gesamtionenstrom (engl. fotal ion current, TIC)-Chromato-
grammen und nach Abgleich der zu diesen Retentionszeiten vorliegenden EI-Massenspektren
(tr(TIC)) mit den beiden Standard Referenz-Datenbanken NIST und Wiley ist anzunehmen,
dass neben zyklischen Methylsiloxanen, lineare Methylsiloxane und Phenyl-substituierte

Disilane in den Gelproben vorliegen konnten (s. Tabelle 8).
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Tabelle 8: Spot-Auflistung der in den Gel-Extrakten vorkommenden méglichen homologen Reihen (HR 1-4).

Uberein-
Spot- ltr 2tR tr (TIC) Vorschlag aus der Datenbank stimmung
Nr. [min] [s] [min] (NIST, Wiley) [%]
1 20,243 0,20 20,247 Octamethylcyclotetrasiloxan (D4) 83-84
20,242 0,20 20,245 150 ug D4/L Standardlosung in Dichlormethan
2 25,177 0,20 25,18 Decamethylcyclopentasiloxan (D5) 87-89
25,176 0,20 25,179 150 ug D5/L Standardlosung in Dichlormethan
4 30,043 0,25 30,048 Dodecamethylcyclohexasiloxan (D6) 87-90
30,042 0,25 30,046 150 ug D6/L Standardlosung in Dichlormethan
5 34,443 0,25 34,448 Tetradecamethylcycloheptasiloxan 89
7 38,31 0,30 38,315 Hexadecamethylcyclooctasiloxan 86
9 41,643 0,35 41,649 Silikatanion Tetramer 86
44,577 0,35 44,582 Octadecamethyloctasiloxan 79-80
47,243 0,40 47,250 Silikatanion Tetramer 86
Cyclododecasiloxane 85
16 49,577 0,45 49,584 Silikatanion Tetramer 83
18 51,777 0,45 51.784 Eicosamethylcyclodecasiloxan 81-79
8 39,51 0,25 39,514 Silikatanion Tetramer 81
10 42,643 0,30 42,648 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 81
13 45,443 0,30 45,448 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 82
15 48,043 0,30 48,048 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 81
17 50,31 0,40 50,317 Silikonol 81-79
19 5251 0,40 52,517 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 76
25 45,51 0,80 45,523 1,2-Diphenyltetramethyldisilan; 75
Pentamethyl-Phenyl-Disilane 75
27 48,31 0,80 48,323 Pentamethyl-Phenyl-Disilane 73
28 51,043 0,80 51,057 Pentamethyl-Phenyl-Disilane 73
3 29,777 0,25 29,781 Dodecamethylcyclohexasiloxan 85

29,710 0,25 29,714 200 ug/L Dodecamethylpentasiloxan (L5)-Standardlosung
in Dichlormethan

36 33,977 0,30 33.982 Hexamethyl-Disilane 82
37 37,710 0,25 37,714 Silikatanion Tetramer 85
39 41,043 0,30 41,048 Hexadecamethyl-Octasiloxan 78
11 43,910 0,30 43.915 Silikatanion Tetramer 84-85
41 46,710 0,40 46,717 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 79
42 49,177 0,40 49,183 Silikatanion Tetramer 85
43 51,510 0,45 51,518 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 75

Eine Ubereinstimmung der gemessenen EI-Massenspektren mit den in den Datenbank
hinterlegten Spektren von lediglich 73 % bis hin zu 90 % und das Auftreten desselben
Datenbanken-Vorschlages fiir verschiedene Spots (z. B. Hexadecamethyl-Heptasiloxan bei
Spot-Nr. 10, 13, 15, 19, 29, 41, 43) verdeutlichen, dass eine Zuordnung nicht ohne weiteres

moglich ist. Zum einen erschwert das zunehmende Sdulenbluten und der damit verbundene
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zunehmende Hintergrund im Massenspektrum bei ldngeren Analysezeiten und erhohten
Temperaturen eine qualitative Analyse von verschiedenen Poly(dimethylsiloxan)-
Verbindungsklassen. Zum anderen weist das durch Eliminierung einer Methylgruppe
generierte m/z-Fragment hoherer Homologen ([M-15]") im EI-Massenspektrum zunehmend
kleinere relative Intensititen auf”>. Durch GCxGC-MS-Analyse einer Siloxan-Standardlésung
mit einer Konzentration von 150 pg/L an Cyclotetra-, Cyclopenta- und Cyclohexasiloxan und
dem anschliefenden Vergleich der EI-Massenspektren (beispielhaft fiir D6, s. Abbildung 10)
und der Retentionszeiten (s. Tabelle 8) ist eine Identifizierung der Spots mit den Nummern 1,
2, und 4 als zyklische Methylsiloxane (D4, D5 und D6) eindeutig mdglich. Auch wenn die
Ubereinstimmung des gemessenen EI-Spektrums des Cyclohexasiloxans in der Gelprobe
eines Rofil-Implantates mit der NIST-Datenbank nur 87 % betrug (insbesondere relative
Intensitit von m/z 429; [D6-CH;] -Fragment; s. Abbildung 10b), so zeigt das gemessene EI-
MS-Spektrum des entsprechenden Standards eine sehr gute Ubereinstimmung (s. Abbildung
10a und c). Analog konnte Spot-Nr. 3 eindeutig als Dodecamethylpentasiloxan (L5)
identifiziert werden. Die Differenz der Retentionszeit in der ersten Dimension zwischen Spot
Nummer 3 in den Gel-Extrakten (29,777 min) und dem Siloxan-Standard (29,710 min) von
0,067 min entspricht der Modulationszeit von 4 s. Eine Verschiebung der Retention zu
kleineren Zeiten in der ersten Dimension ist bei zunehmendem Alter der Trennsdule zu
beobachten und hat modulationsbedingt zur Folge, dass schon bei kleinen Abweichungen die
entsprechende Fraktion genau einen Modulationsprozess frither detektiert wird. In Korrelation
mit dem Auftreten moglicher Homologen konnten bei HR 1 die Reihe der zyklischen
Siloxane ab Cyclotetrasiloxan und bei HR 4 die Reihe der linearen Siloxane vorliegen. Da
jedoch kommerziell keine analytischen Standards fiir die hdheren Homologen (groBer D6)

erhéltlich sind, ist eine eindeutige Identifizierung nicht moglich.

» Nach NIST-Datenbank (Version MS-Search 2.0): m/z 429 = [D6-15] Intensitit ~ 38%;
m/z 504 = [D7-15] Intensitit ~ 15%; m/z 651 = [D9-15] Intensitit < 10%.
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Abbildung 10: Vergleich der EI-Massenspektren (m/z 40-500, jeweils bei tg(TIC) 30,048 min) zur
Identifizierung von D6 in den Extrakten verschiedener SBI-Gelproben nach erfolgter GCxGC-MS-Analyse. a)
EI-MS-Spektrum einer Gelprobe des Herstellers Rofil, b) Vorschlag der NIST-Datenbank (Ubereinstimmung
87 %), ¢) EI-MS-Spektrum des D6-Siloxan-Standards.

Der Vergleich der absoluten Signalintensitidten der zyklischen Siloxane D4-D6 (Spot-Nr.
1,2,4) und mdoglicherweise D7 (Spot-Nr. 5) in den Gelproben unterschiedlicher Hersteller
zueinander®® zeigt ein vermehrtes Vorkommen dieser Substanzen in PIP- und Rofil-SBI,
zumal die Extrakte dieser Hersteller vor der GCxGC-MS-Analyse um einen Faktor 4 verdiinnt
wurden. Dieses verstiarkte Vorkommen der zyklischen Siloxane gegeniiber den medical-grade
SBI ist bereits in der géngigen Fachliteratur bekannt [72, 74, 310, 312] und wird auf zwei
Ursachen zuriick gefiihrt. Zum einen wird es mit der Abweichung von dem standardisierten
Herstellungsverfahren nach ISO 14949 [313] begriindet [310]. Diese Norm schreibt das
Auswaschen der Edukte bzw. Additive (u. a. zyklischen Siloxane) aufgrund ihrer teils
toxischen Eigenschaften bei der medizinischen Nutzung von Silikongelen vor [3, 310]. Die
Konzentrationen der im medical-grade Silikongel verbleibenden, zyklischen Methylsiloxanen
werden zwischen 2 und 1000 ppm angegeben [47, 314, 315]. Zum anderen wird das ver-
mehrte Vorkommen von fliichtigen zyklischen Methylsiloxanen in den Rofil-Implantaten mit
dem geringen Vorliegen crosslinker-Substanzen in Zusammenhang gebracht [72, 73, 310]. In
diesem Fall wiirde eine geringere Vinyl-Siloxan-Konzentration bei der Vernetzungsreaktion

mit einem kleineren Vernetzungsgrad des dreidimensionalen Silikonnetzwerkes einhergehen

% Anzumerken ist, dass hier bei den GCxGC-MS-Analysen kein interner Standard eingesetzt wurde,
weswegen nur absolute Signalintensititen verglichen werden (~ 2 x 10° Counts fiir D6).
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[48] und folglich freie Silikonkomponenten (Silikondl) im Silikongel zur Folge haben [72,
310]. Zyklische Siloxane von D5-D7 und D10-D26 wurden unter anderem mittels FI-ESI-MS
bzw. D5-D24 mittels GC-MS in einem Aceton-Gel-Extrakt eines PIP-Implantats analysiert
[72]. Nicht nur die Verteilung der mutmaBlichen Phenyl-substituierten Silane bzw. Siloxane
(Spot-Nr. 25, 27 und 28) im zweidimensionalen Konturplot (gleichmiBige Zunahme der 'tg
bei gleicher *tg) verweist auf das Vorliegen einer homologen Reihe, sondern auch das gleiche
Fragmentierungsmuster im unteren Bereich des gemessenen Massenspektrums (m/z-Frag-
mente 73, 135 und 197; s. Anhang Abbildung 35). Vergleichbare EI-Spektren unbekannter
Substanzen mit den m/z 73, 135 und 197 wurden von BERETTA & MALACCO in Aceton-
Extrakten von PIP- und McGhan-Silikongelproben mittels GC-MS analysiert, wobei auch in

diesem Fall keine eindeutige Identifizierung der Substanzen moglich war [72].

Nach der GCxGC-MS-Analyse von je sechs Im- bzw. Explantaten beider SBI-Hersteller-
Gruppen (Mentor/Allergan und Rofil/PIP) konnen neben den moglichen homologen Reihen
HR 1-4 mit einer Ubereinstimmung von 75-95 % mit den Datenbanken zusitzlich ein
langkettiges n-Alkan (Spot-Nr. 20), sowie unterschiedliche, langkettige Ester (Spot Nr. 34,
24), ein verzweigtes Alken (Spot-Nr. 23) und substituierte Cyclohexanone (Spot-Nr. 21, 26)
nur bzw. iiberwiegend in den Mentor/Allergan-SBI-Gelproben vorliegen (s. Tabelle 9). Mit
ausreichenden TIC-Intensititen (> 1x 10° Counts), jedoch mit einer schlechten Uberein-
stimmung mit den Datenbanken (fluoriertes Imidazolidin mit < 60 %) konnte in beiden SBI-
Gruppen eine weitere Substanz mit der Spot-Nr. 22 analysiert werden. Fliichtige organische
Verbindungen, wie Ketone, Aldehyde, Terpene, kurzkettige Ester und organische Sauren, als
chemische Zusétze von SBI im Gel sowie in der Elastomer-Hiille von explantierten McGhan-
und PIP-Implantaten wurden von BERETTA et al. [74] mittels Headspace (HS)-GC-MS
untersucht. Nach erfolgter HS-GC-MS-Analyse identifizierte diese Arbeitsgruppe unter
anderem Cyclohexanon, Tetradecan und 1-Fluoropropen als vermehrt in den Gelproben des

McGhan (Allergan)-Explantates vorkommende fliichtige organische Verbindungen [74].
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Tabelle 9: Auflistung der zusétzlich in den Gel-Extrakten vorkommenden moglichen Substanzen.

Uberein-
Spot- tr 2tR tr (TIC) Vorschlag aus der Datenbank stimmung
Nr. [min] [s] [min] (NIST, Wiley) [%]
Nur in Mentor/Allergan-SBI
20 32,177 0,45 32,184 Ilangkettiges n-Alkan (C14; C15) 92-95
34 37,510 0,65 37,521 1-Methylethylester-Dodecansaure 85-87
38 39,777 0,35 39,782 Ubereinstimmung <60 %
40 45,777 0,40 45,783 Silikatanion Tetramer 80
Uberwiegend in Mentor/Allergan-SBI
21 39,777 0,65 39,787 3-Dodecylcyclohexanon 79-80
23 45243 0,90 45,258 2,4,4-Triethyl-1-Hexene 78
Cyclohexylmethylheptylester der
24 45377 0,90 45,392 schwefeligen Siure 75
4-t-Butyl-2-(1-methyl-2-nitroethyl)-
26 46,110 0,95 46,126 Cyclohexanon 82
35 31,910 020 31,913 Ubereinstimmung < 60 %
Vergleichbare Haufigkeit bei Mentor/Allergan- und Rofil/PIP-SBI
2-(1'-Fluoro-2'-ox0-2'-heptyl)-2-
22 43,043 0,80 43,057 (perfluorobutyl)-Imidazolidin 55-58
30 47,910 1,15 47,929 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 81-84
31 52,110 1,35 52,133 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 80
Nur in Rofil/PIP-SBI
29 52,710 0,80 52,723 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 82
32 44,577 1,80 44,607 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 80
33 51,043 2,10 51,078 Hexadecamethyl-Heptasiloxan 79

Unterschiede zwischen den Implantaten und Explantaten der Hersteller McGhan (Allergan)
und Mentor (Groupe Perouse Plastie und Siltex) waren nicht zu beobachten. Insbesondere das
Vorliegen von biochemischen Metaboliten (z. B. Cholesterol) oder Biomolekiilen (z. B.
endogene Phospholipide), wie bereits in der Fachliteratur von BERETTA et al. [72] und
BIRKEFELD et al. [95] diskutiert, konnte durch die GCxGC-MS-Analyse der Explantat-
Gelproben nicht gezeigt werden. Es ist jedoch moglich, dass die Diffusion dieser oder anderer

Biomolekiile nur in den direkt an die SBI-Hiille anliegenden Bereich?®’ erfolgt.

Im weiteren Verlauf der experimentellen Arbeit wurde diese Liste eindeutig identifizierter
und moglicher, mit Dichlormethan extrahierbarer Additive in SBI verschiedener Hersteller
(Spot-Nr. 1-43) als Grundlage fiir die Untersuchung von Kapselgewebe- und Blutproben von

Frauen mit SBI verwendet.

" Die Proben wurden aus ca. einem Zentimeter Tiefe des SBI-Gels entnommen.
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5.1.2 Suspected-target-Analytik von Kapselgewebe- und Vollblutproben

von Implantattragern
Um eine mogliche Diffusion und anschlieBende Akkumulation fliichtiger SBI-Additive in das
umliegende Gewebe und Blutsystem von Implantattrigern zu erfassen, wurden neben den
SBI-Gelproben zusitzlich Dichlormethan-Extrakte von Blut- und Kapselgewebeproben der
Implantattriger mittels GCxGC-MS analysiert. Hierfir wurden die 21 Blut- und 17
Kapselgewebeproben entsprechend Kap. 4.4.2 mit Dichlormethan extrahiert und die Extrakte
analysiert. Die suspected-target-Analytik, die die Untersuchung hinsichtlich der
Wiederfindung mdéglicher SBI-Additive (target-Liste mit Spot-Nr. 1-43, vgl. Kap. 5.1.1) in
den jeweiligen Humanproben beinhaltet, erfolgte durch den Vergleich der entsprechenden
Retentionszeiten und EI-Massenspektren. Analog zu den durchgefiihrten Analysen der
Gelproben wurden sowohl fiir die Gewebe-, als auch fiir die Blutproben jeweils zwei
Messungen je Probe durchgefiihrt. Zusétzlich wurden mogliche Kontaminationen, die z. B.
aus dem Finsatz von Kunststoffgefalen anstatt von Glasgefillen (bei den SBI-Gelproben)
resultieren konnten, durch wiederholte Analyse des procedural und instrumental blanks
(jeweils nppye = 21 bzw. ngewebe = 17) Uberpriift. Bedingt durch den Einsatz eines Silikon-
Septums bei der Injektionseinheit des verwendeten GC-Systems konnten die zyklischen
Siloxane D4, D5 und D6, sowie die mutmaBlichen hoheren Homologen auch im instrumental
blank gefunden werden. Um eine mogliche Wiederfindung dieser Substanzen in den beiden
Humanproben der Patienten zu erfassen, wurde als Kriterium eine um den Faktor zwei
erhohte Signalintensitét in den Proben im Vergleich zu den beiden Blindproben (instrumental
und procedural blank) vorausgesetzt. Beispielhaft fiir die Dichlormethan-Extraktanalysen der
Kapselgewebeproben zeigt Abbildung 11 die resultierende GCxGC-Konturdarstellung einer
Kapselgewebeprobe von einem Patienten mit einem defekten SBI unbekannten Herstellers.
Neben den eindeutig identifizierten zyklischen Methylsiloxanen D4, DS und D6 (Spot-Nr. 1,
2, 4) konnten zusitzlich die mutmalBlich héheren Homologen dieser Substanzklasse (HR 1;
Spot-Nr. 5, 7, 9, 12, 14, 16 und 18) mit ausreichenden, absoluten TIC-Signalintensititen

(mindestens 2 x TIC-Intensitét des instrumental blanks) gefunden werden.



Ergebnisse und Diskussion 75

Abbildung 11: Suspected-target GCxGC-MS-Analyse eines Dichlormethan-Extraktes einer Kapselgewebeprobe

eines Implantattrigers (Farbskala von ca. 1,6 bis 6,5 x 10° Counts). Das entsprechende SBI unbekannten

Herstellers wurde nach Explantation als defekt diagnostiziert.

Die Siloxan-basierten Verbindungen der mutmaBlichen homologen Reihe HR 2 (Spot-Nr. 10,
13, 15, 17 und 19) sind im Vergleich zu den zyklischen Siloxanen nicht in den beiden
Blindproben, jedoch in den Dichlormethan-Extrakten der Gewebeproben des Patienten zu
beobachten. Ein Vergleich der GCxGC-MS-Analyse der Kapselgewebeproben (mit Zwei-
fachanalyse) von insgesamt zehn Patienten mit intakten SBI und von sieben Patienten mit
defekten SBI (s. Tabelle 10) zeigt, dass in den Gewebeproben bei Patienten mit defekten
Implantaten iiberwiegend zyklische Siloxane D4-D6 sowie weitere PDMS-basierte
Verbindungen der mutmaBlichen homologen Reihen HR 1 (Spot-Nr. 5, 7, 9, 12, 14, 16 und
18), HR 2 (10, 13, 15, 17 und 19) und HR 3 (Spot-Nr. 25, 27) vorkommen. Insbesondere das
zyklische Methylsiloxan D6 und das mutmaBliche Cycloheptasiloxan (D7, Spot-Nr. 5)
wurden in fiinf der insgesamt sieben Gewebeproben von Patienten mit defekten Implantaten
gefunden. Eine Abhédngigkeit der vermehrt auftretenden Siloxane von dem vorliegenden

Implantat-Hersteller (Rofil, Polytech und unbekannt) konnte nicht beobachtet werden.
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Tabelle 10: Auflistung der in den Kapselgewebe- und Blutproben von Patienten mit defekten und intakten SBI,

sowie in der Blutprobe der Kontrollperson gefundenen moglichen SBI-Additive.

Wiederfindung in den Humanproben*

Kapselgewebeproben (n = 17) | Blutproben (n = 22) Blutprobe
Spot- tr (TIC) intakt/bleeding defekt intakt/bleeding defekt Kontrolle

Nr. [min] (n=10) (n=7) (n=12) (n=10) (n=1)
1 (D4) 20,247 2 2 X 2 X
2 (D5) 25,180 2 4 X X X
4 (D6) 30,048 2 5 X 7 X
5 34,448 2 5 X 3 X
7 38,315 X 3 X 1 X
9 41,649 X 3 X X X
12 44,582 X 2 X X X
14 47,250 X 2 X X X
16 49,584 X 1 X X X
18 51.784 X 2 X X X
10 42,648 X 1 X X X
13 45,448 X 1 X X X
15 48,048 X 1 X X X
17 50,317 X 1 X X X
19 52,517 X 2 X X X
25 45,523 X 1 X X X
27 48,323 X 2 X X X
20 32,184 X X X X 1
22 43,057 1 3 1 2 1

* Aufgrund des Vorhandenseins von zyklischen Siloxanen im instrumental blank und der
Substanzen mit den Spot-Nr. 20 und 22 im procedural blank wurde als Kriterium fiir die
Wiederfindung dieser Substanzen in den Humanproben eine um den Faktor 2 erhohte
Signalintensitit im TIC-Chromatogramm im Vergleich zu den Blindproben definiert.

Die Substanz mit der Spot-Nr. 20 und 22 konnte nicht nur in den Dichlormethan-Extrakten
beider Humanproben, sondern auch in den procedural blanks (nicht in den instrumental
blanks) und in den Blutproben der Kontrollperson analysiert werden. Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass beide Substanzen (Spot-Nr. 20, 22) chemische Additive in Kunststoffgefa3en
sein konnten. Im Gegensatz zum mutmaBlichen Alkan (Spot-Nr. 20), das in allen TIC-
Chromatogrammen nach erfolgter GCxGC-Analyse vergleichbare Signalintensititen aufwies,
konnte die Substanz mit der Spot-Nr. 22 nur in wenigen Kapselgewebe- und Blutproben
(n=3 bzw. 2) von Patienten mit defekten Implantaten detektiert werden. Eine Uberein-
stimmung zwischen dem Auftreten im Kapselgewebe sowie im Vollblut desselben Patienten
wurde nicht beobachtet. Sowohl die beiden zyklischen Methylsiloxane D4 und D6 sowie das
mutmaBliche Cycloheptasiloxan (D7, Spot-Nr. 5) wurden mit um den Faktor 2 erhdhten TIC-
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Signalintensititen nur in den Blutproben von Patienten mit defekten SBI verschiedener
Hersteller, jedoch nicht in den Blutproben der Patienten mit intakten SBI bzw. der Kontroll-
person analysiert. Diese Verbindungen (D4, D6 und mutmaBlich D7) konnten folglich als
mogliche Marker-Substanzen fiir die Identifizierung defekter SBI im Vollblut von Patienten
verwendet werden.

Eine interne cVMS-Exposition durch SBI und anschliefende Wiederfindung in Humanproben
von Implantattragern wurde auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet. Eine erste
qualitative GC-MS-Analyse unterschiedlicher Gewebeproben von SBI-Trigerinnen wurde
bereits von FLASSBECK et al. im Jahr 2003 [7] durchgefiihrt. Nach n-Hexan Extraktion von
Fett- und Kapselgewebeproben von Patienten mit intakten und bleeding-SBI wurden die
zyklischen Siloxane D4, D5 und D6 in den Extrakten eindeutig identifiziert. Zusétzlich
wurden weitere Substanzen (u. a. D7 mit einer Ubereinstimmung von 80 %) mit ent-
sprechenden EI-MS-Spektren mit typischen Siloxan-Fragmenten (m/z 73, 147, 221, 281, 355,
429 und 503) gefunden. Die gleichzeitig durchgefiihrte Analyse der Vollblut- und Plasma-
proben derselben Patienten zeigte ein vermehrtes Austreten der kleineren Siloxan-
Homologen, D3 und D4 [98]. Eine Korrelation zwischen der Analyse zyklischer Siloxane und
dem intraoperativen Implantat-Status wurde von FLASSBECK et al. [7] im Vergleich zu den
vorliegenden GCxGC-MS-Analysen der Blut- und Kapselgewebeproben nicht beobachtet.
Die Diffusion und Akkumulation von Poly(dimethylsiloxan)-Verbindungen in das um das
Implantat liegende Gewebe untersuchten BERETTA et al. [73] iiber die Analyse von peri-
prothetischer Fliissigkeit mittels ATR-FT-IR-Spektroskopie und GC-MS. Hierbei konnte
diese Arbeitsgruppe in der aullerhalb der Bindegewebskapsel entnommenen viskosen
Emulsion zyklische (D4-D9) und ein lineares Methylsiloxan (L8) analysieren und eindeutig
als chemische Markersubstanzen fiir die Migration von Silikonen durch die SBI-Hiille und

anschlieBende Bindegewebskapsel identifizieren [73].



Ergebnisse und Diskussion 78

5.1.3 Non-target-Analytik von Vollblutproben von Frauen mit defekten

und intakten Implantaten
Um mogliche unbekannte, bisher nicht bekannte Marker-Substanzen fiir die Erkennung von
defekten SBI im Vollblut von Implantattrigern zu identifizieren, wurde zusdtzlich eine
sogenannte non-target-Analyse mittels GCxGC-MS durchgefiihrt. Hierfir wurden die
Vollblutproben von insgesamt 26 Patienten und einer Kontrollperson mit Dichlormethan
extrahiert und mittels GCxGC-MS analysiert. AnschlieBend wurden die erhaltenen
Konturplots der Vollblutproben von Frauen mit defekten SBI (n= 12) den Konturplots der
Frauen mit intakten bzw. bleeding-Implantaten (n = 14) sowie der Kontrollperson und den
Blindproben (procedural und instrumental blanks) gegeniibergestellt und auf auffillige
Substanzen hin untersucht. In Abbildung 12 ist der Konturplot einer GCxGC-MS-Analyse
eines Vollblut-Dichlormethan-Extraktes eines Patienten mit einem defekten Rofil-Implantat

dargestellt.

Abbildung 12: Non-target GCxGC-MS-Analyse eines Vollblut-Dichlormethan-Extraktes eines Implantattrigers

(Farbskala von ca. 1,1 bis 6,5 x 10° Counts). Das rechte SBI des Herstellers Rofil wurde nach Explantation als

defekt diagnostiziert.

Neben den zyklischen Methylsiloxanen, D6 und mutmaBlich D7 bzw. D8 (Spot-Nr. 5, 7),

konnten weitere auffdllige Substanzen - die in den Blindproben nicht auftreten - gefunden
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werden (Spot 44-53; Ausnahme Spot-Nr. 20, 22 vgl. Kap. 5.1.2). Nach Subtraktion des
Signal-Hintergrundes bei dem Modulationspeak mit der hdchsten Intensitdt in den TIC-
Chromatogrammen und nach Abgleich der zu diesen Retentionszeiten vorliegenden EI-
Massenspektren mit den beiden Standard Referenz-Datenbanken NIST und Wiley ist davon
auszugehen, dass im Vollblut dieses Patienten u. a. das Narkotikum Propofol sowie Coffein,
n-Butylbenzol, Alkane, Ketone und zwei Schwefel-Verbindungen vorliegen kdénnen (s.
Tabelle 11). Das Stimulanz Coffein, n-Butylbenzol und 2-Methylthiobenzothiazol wurden

eindeutig durch den Vergleich mit analytischen Standards identifiziert.

Tabelle 11: Auflistung der im Vollblut-Extrakt eines Patienten mit defektem Rofil-SBI vorkommenden

moglichen Substanzen.

tr (TIC)  Vorschlag aus der Datenbank Uberein-

Spot 'tx [min]  “tg [s] [min] (NIST, Wiley) stimmung [%]
44 18,310 1,00 18,327 Dimethylsulfon 74-83
45 20,910 2,00 20,943 Dimethyloctan- bzw. nonan 80-88
46 23,643 1,05 23,661 n-Butylbenzol” 74-86
47 28,310 1,10 28,394 Cyclohexylisothiocyanat 90-95
48 31,443 0,90 31,458 Propofol 86-89
49 35,577 1,40 35,599 Cycluron 85-88
50 37,910 1,80 38,006 2-Methylthiobenzothiazol® 74-85
51 42,843 2,50 42,885 Coffein® 84-88
52 47,443 1,10 47,461 Cyclopentadecanon 75
53 48,243 1,35 48,288 Dodecanamid 75

a: Durch den Vergleich mit analytischen Standards eindeutig identifiziert

Ein Vergleich mit den GCxGC-MS-Analysen weiterer Vollblut-Dichlormethan-Extrakte von
Implantattrigern sowohl mit intakten (n = 14) als auch mit defekten (n = 12) SBI zeigt, dass
keine dieser moglichen Substanzen ausschlieBlich im Vollblut von Patienten mit defekten SBI
zu finden sind. Werden die Vollblutproben nach mehrmonatiger Lagerung in den Citrat-
Monovetten mit Dichlormethan extrahiert und erneut mittels GCxGC-MS analysiert, so kann
eine Zunahme der Signalintensitéten fiir die Spots 47 und 50 beobachtet werden. Dies spricht
fiir eine Alterung der Probe in der Monovette bzw. eine zunehmende Kontamination der
Blutproben durch die Lagerung in der Monovette. Die auftretenden Verbindungsklassen der
Isothiocyanate und der Benzothiazole werden nicht nur als Hartungsbeschleuniger in der
Kautschuk-Industrie [316], sondern auch bei der Verarbeitung bzw. Herstellung von
Klebstoffen, Harzen und Elastomeren sowie bei Oberfldchenbeschichtungen eingesetzt [317].

Neben n-Butylbenzol konnten zusétzlich die héheren Homologen der Alkylbenzole bis n-
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Decylbenzol in einigen Dichlormethan-Extrakten von Patienten mit defekten (n = 3, fiir Spot
46) und intakten Implantaten (n = 7, fiir Spot 46) unterschiedlicher Hersteller analysiert und
durch die GCxGC-MS-Analyse von Standard-Substanzen eindeutig identifiziert werden. Eine
Korrelation zwischen den SBI-Herstellern, den verwendeten Citrat-Monovetten oder dem
Lagerzeitraum konnte nicht beobachtet werden. Zudem konnte das kleinste Homologe dieser
Verbindungsklasse (Spot 46) auch in einer zwei Monate alten Vollblutprobe der
Kontrollperson analysiert werden. Neben der Alterung bzw. der damit einhergehenden
Kontamination der Probe durch die Kunststoff-Monovette kommt erschwerend die Frage der
vorliegenden Konzentration mdglicher mit Dichlormethan extrahierbarer Marker-Substanzen
im Blut hinzu. Bei einem durchschnittlichen Korpergewicht von 70 kg und einem
Blutvolumen von ca. 5 Liter [318] resultiert fiir das Narkotikum Propofol - bei einem
Richtwert zur Narkoseeinleitung von 2-3 mg Propofol/kg Kopergewicht [319, 320] - eine
Konzentration zwischen 30 und 40 mg/L. Blut. Basierend auf diesem theoretischen
Konzentrationsbereich im Blut konnten bei einem durchschnittlichen Signal-zu-
Rauschverhéltnissen (engl. signal-to-noise, S/N) des Spots 48 (mutmaBlich Propofol)
zwischen 3-20 in den gemessenen TIC-Chromatogrammen und unter der Annahme
vergleichbarer Extraktions- und lonisationskoeffizienten Konzentrationen moglicher
Markersubstanzen im Blut im pg/L- bis mg/L-Bereich abgeleitet werden. Werden diese
theoretisch ermittelten Konzentrationen mit anderen bioakkumulativen Substanzen und deren
Metaboliten verglichen, wird deutlich dass die Sensitivitdt der Methode gesteigert werden
sollte. WITTSIEPE et al. beispielsweise untersuchten die Kontamination von Frauen, die in
einer Region mit industriellem Einfluss leben, und konnten Konzentrationen chlororganischer
Pestizide und deren Metabolite im Bereich von 0,036-0,53 ng/L Blut [321] ermitteln.

Ein weiterfilhrender Ansatz zur Analyse von Blutproben von Implantattrigern erfolgte in
Anlehnung an VARAPRATH et al. [177, 294], die Urinproben von Ratten nach erfolgter D4-
Exposition mittels HPLC gekoppelt mit einer radiometrischen Detektionseinheit sowie GC-
MS analysierten. Nach dem Ansduern der Probe mit Salzsdure, Extraktion mit Tetra-
hydrofuran und Derivatisierung mit N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA)
identifizierte diese Arbeitsgruppe zwei Haupt- (u. a. Dimethylsilandiol) und fiinf Neben-
produkte (u. a. Dimer- und Trimerdiol) als D4-Metabolite im Urin (vgl. Kap. 2.2.2).
Abweichend von dieser Probenvorbereitung [177, 294] wurde, um Kontaminationen zu
vermeiden, im Kontext der vorliegenden Untersuchung das Extraktionsmittel Tetrahydrofuran
durch Acetonitril ersetzt und zusdtzlich nach Silylierung {berschiissiges BSTFA mit

Methanol deaktiviert. Die Identifizierung der silylierten Silandiole nach erfolgter GCxGC-
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MS-Analyse wurde durch den Vergleich der Retentionszeiten und EI-Massenspektren mit
analytischen Standards der linearen Methylsiloxane (L3-L5) vorgenommen. Hierbei wurden
die Plasmaproben der Kontrollperson jeweils mit zwei unterschiedlichen Silandiol-
Konzentrationen auf eine Endkonzentrationen von 37,5 und 375 ug/L Plasma aufgestockt. Im
Vergleich zu den aufgestockten Blutplasmaproben der Kontrollperson, in denen lineare
Siloxane eindeutig im resultierenden Konturplot nach erfolgter GCxGC-MS-Analyse
identifiziert werden konnten (s. Anhang Abbildung 36), wurden in den Plasmaproben der
Patienten mit defekten und intakten SBI keine linearen Methylsiloxane detektiert. Da keine
weiteren signifikanten Substanzen gefunden und zusétzlich in den aufgestockten Plasma-
proben nur Silandiol-Konzentrationen oberhalb von ca. 40 png Silandiole/L Plasma detektiert
werden konnten, wurde dieser Ansatz zur Identifizierung weiterer Marker-Substanzen

verworfen.

Im Gegensatz zu der suspected-target-Analytik mittels GCxGC-MS, bei der die zyklischen
Methylsiloxane D4 und D6 eindeutig sowie wahrscheinlich D7 (Spot-Nr. 5) als signifikante
Substanzen im Vollblut von Frauen mit defekten SBI identifiziert wurden, konnten bei beiden
Ansitzen der non-target-Analytik keine auffilligen Substanzen detektiert werden. Aufgrund
dessen lag fiir die Entwicklung einer nicht-invasiven, alternativen Diagnostikmethode von
defekten Silikonbrustimplantaten der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der sensitiven GC-
MS-Analyse zyklischer Methylsiloxane in Vollblut und Kapselgewebeproben von Implantat-

tragern.

5.2 Methodenentwicklung zur quantitativen Methylsiloxan-

Analytik in Humanproben

Die Entwicklung einer sensitiven GC-MS basierten Methode zur quantitativen Analyse
niedermolekularer zyklischer Methylsiloxane D3-D6 in Kapselgewebe- und Vollblutproben
von Implantattrdgern erfolgte zu Beginn der experimentellen Arbeit in Anlehnung an die von
FLASSBECK et al. publizierten Methode [7, 98]. Dazu wurden die Extrakte nach Extraktion der
Gewebe-, Plasma- bzw. Vollblutproben mit n-Hexan und Zentrifugation analysiert. Die
chromatographische Trennung und anschlieBende massenspektrometrische Detektion der
zyklischen Siloxane erfolgte hierbei nach splitloser Injektion eines Mikroliters n-Hexan-
Extraktes bei 200 °C mit einer Poly(5%-diphenyl-95%-dimethylsiloxan)-Trennsdule, einer
Ofentemperatur von 40 °C mit anschlieBenden Temperaturgradienten bis 320 °C. Die Nach-

weisgrenzen wurden mit 2 pg D3-D6/L Plasma bzw. Blut bestimmt.
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Im Vorfeld der Untersuchungen wurde bereits n-Hexan als Losungs- und Extraktionsmittel
aufgrund der hoheren Kontamination an Analyten ausgeschlossen und durch Dichlormethan
ersetzt (vgl. Kap. 4.2). Im ersten Schritt der Methodenentwicklung erfolgte die Steigerung der
Sensitivitdt (Herabsenken der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen) der splitlosen,
konventionellen gaschromatographischen Analyse durch Optimierung des Injektionssystems
und Reduktion des Siloxan-Untergrundes. Im zweiten Schritt wurde neben der splitlosen-GC-
MS-Methode (nachfolgend als M1 bezeichnet) eine alternative GC-MS-Methode, unter
Anwendung der large volume-Injektionstechnik (LVI-GC-MS, nachfolgend als M2
bezeichnet), optimiert. Allgemein erfolgte die Optimierung des GC-Systems durch Injektion
von Siloxan-Standardldsungen in Dichlormethan und innerhalb der in Kap. 4.7.1.1 gesondert
aufgefiihrten Wertebereiche der jeweiligen Parameter. Im dritten Schritt wurde die Proben-
vorbereitung der Humanproben anhand des aufgestockten Vollblutes der Kontrollperson und
einer aufgestockten Gewebe-Vergleichsmatrix hinsichtlich der Wiederfindungsraten

optimiert.

5.2.1 Sensitivitatssteigerung der splitlosen GC-MS-Methode

Aufgrund der Omniprisenz zyklischer Siloxane in der Umwelt und der damit verbundenen
Kontaminationsgefahr dieser Verbindungen, wurde die GC-MS-Analyse in Bezug auf die
Nachweisstirke zu Beginn der Untersuchungen optimiert. Allgemein kann die Sensitivitét bei
der gaschromatographischen Analyse u. a. iiber die Injektionsbedingungen, kurz die
Uberfiihrung einer fliissigen Probe in die Gasphase, erfolgen. Speziell in Bezug auf die
Analytik niedermolekularer Silikone kann der Untergrund durch den Einsatz von low-
bleeding Trennsiulen und Septen [176, 208, 322] bzw. eines septumfreien Aufgabekopfes®®
oder eines Merlin Microseal™ Septums [178, 252] minimiert und damit eine

Sensitivitétssteigerung erzielt werden.

5.2.1.1 Einfluss des Injektionssystems und der Raumluft

Um eine optimale Verdampfung der fliissigen Probe in dem beheizten Injektor und damit eine
vollstindige Uberfilhrung der zyklischen Siloxane D3-D6 auf die Trennsiule zu erzielen,
wurden die Injektortemperatur (200 °C bzw. 300 °C) und das Glasverdampferrohr (im
Folgenden als Liner bezeichnet) variiert. Der Einsatz eines mit silanisierter, deaktivierter
Glaswolle gepackten Glasliners wurde bereits in Vorversuchen aufgrund erhdhter Siloxan-

Kontamination verworfen. Anhand einer Dreifachbestimmung von Siloxan-Standardldsungen

2 Dieser wurde in der vorliegenden Arbeit von der Firma Gerstel, Miihlheim, verwendet.
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in einem Konzentrationsbereich von 1 bis 80 pg D3-D6/L Dichlormethan (1, 5, 10, 15, 17,5,
20, 40, und 80 pg/L) bei splitloser Injektion wurde der Einfluss der Injektortemperatur auf die
Sensitivitit der GC-MS-Analyse untersucht. Die resultierenden Kalibrationsgeraden mit
jeweils einem Bestimmtheitsmall > 0,99 (bei m = 6 bzw. 8 und n = 3) sind exemplarisch fiir
die beiden Siloxane D4 und D6 in Abbildung 13 a und 13 b dargestellt (D3, D5 s. Anhang
Abbildung 37). Bei Injektion einer 80 pg/L. D3-D6-Standardlosung resultiert - unter
Verwendung eines einfachen Glasliners (GL) - bei Erhohung der Injektortemperatur von
200 °C auf 300 °C eine Zunahme der Signalfldchen der Siloxane fiir D3 um 21 %, fiir D4 um
12 %, fir D6 um 5 %. Im Vergleich dazu zeigte das Homologe D5 eine Abnahme der

Signalflaichen um 9 %.
a) b)
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Abbildung 13: Auftragung der D4 (a)- und D6 (b)-Signalflichen gegen die Konzentration nach GC-MS-
Analyse (M1) bei Variation der Injektortemperatur.

Die Einzelmessungen der Siloxan-Standardldsungen zeigten insbesondere fiir die zyklischen
Siloxane D3-D5 erhohte relative Standardabweichungen (RSD) der erhaltenen Signalfldche
zwischen 18-36 %. Hingegen wurden fiir den internen Standard (M4Q) und fiir das Homologe
D6 RSD kleiner 5 % bzw. RSD zwischen 4-9 % ermittelt. Eine steigende Sensitivitdt anhand
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der iiber das Kalibriergeradenverfahren nach DIN 32645 [296] ermittelten Bestimmungs-
grenzen (s. Anhang Tabelle 18) konnte lediglich fiir das zyklische Siloxan D6 mit einem
Faktor 4 (5 pg/L bei 300 °C bzw. 19 pg/L bei 200 °C) erzielt werden. Fiir die kleineren
Siloxan-Homologen D3-D5 resultieren vergleichbare (D3: 10-11 pg/L), geringere (D4:
13 pg/L bei 300 °C bzw. 20 pg/L bei 200 °C) bzw. hohere (D5: 21 pg/L bei 300 °C bzw.
13 pg/L bei 200 °C) Bestimmungsgrenzen. Neben der starken Streuung der Signalfldche bei
Injektion des Siloxan-Standards derselben Konzentration konnten analog starke Fluktuationen
der einzelnen D3-D5-Siloxane im instrumental blank iiber mehrere Messungen hinweg
beobachtet werden (s. Anhang Abbildung 38a). Mit relativen Standardabweichungen
innerhalb eines Tages bis zu 45 % (insbesondere fiir D5) war folglich eine Erfassung der
Blindwerte, auch wenn Blindproben und Siloxan-Standardlésung alternierend gemessenen
wurden, nur bedingt moglich. Zufdllige Fehler bei der Injektion kdnnen aufgrund der
konstanten Signalintensititen des internen Standards (RSD < 5 %) wie auch des zyklischen
Siloxans D6 (RSD < 9 %) ausgeschlossen werden. Durch die mehrfache GC-MS-Analyse von
jeweils einem Mikroliter Raumluft konnte diese als Kontaminationsquelle des Injektions-
systems identifiziert werden. Eine Minimierung der Signalfluktuationen im instrumental
blank mit relativen Standardabweichungen kleiner 10 % (s. Anhang Abbildung 38b), wurde
durch den Bau eines Stahlkastens realisiert, der den Injektor-Einlass umgibt und vor der
Injektion ca. zwei Minuten mit dem Inertgas Argon gespiilt wurde (nachfolgend als Argon-
Haus bezeichnet, s. Abbildung 14).

Die Problematik kontaminierter Raumluft bei der Analyse zyklischer Siloxane wurde bereits
in der einschldgigen Literatur diskutiert [188, 252]. Um Kontaminationen wéhrend der
Probenvorbereitung und der Analyse zu minimieren, kamen u. a. Laminar Flow Boxen [192,
259], Reinraumwerkbinke mit Aktivkohlefilter [255] oder selbst gebaute Purge-und-Trap-
Systeme [187] zum Einsatz. Als Hauptkontaminationsquellen der Laborluft und allgemein der
Innenraumluft werden insbesondere Koperpflegeprodukte, wie Hautcremes, Deodorants und
Kosmetika genannt [188, 206, 223, 323].

Dabei wurde das zyklische D5, dass in Korperpflegeprodukte Konzentrationen bis 82 mg/g
aufweisen kann [48, 176] als dominierendes Siloxan identifiziert. Bei Gesamtkonzentrationen
fliichtiger Methylsiloxane (linear und zyklisch) zwischen 10-350 pg/m* wurde ein D5-Anteil
von bis zu 50 % in der Raumluft italienischer und englischer Haushalte, Supermérkte,

Kindergérten etc. analysiert [206].
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Abbildung 14: a) Offenes Argon-Haus wahrend der Injektion (mit nach vorne aufgeklapptem Deckel und einer
blauen Gasleitung fiir die Argon-Zufuhr), b) schematische Darstellung des Argon-Hauses (mit Deckel in grau
und Aussparung am Boden flir den Aufgabekopf des Injektors; Abmessungen: Héhe H 10 cm x Breite B 8 cm x
Tiefe T 8 cm).

Bei Einsatz des Argon-Hauses und Austausch des einfachen Glasliners durch einen fiir hohe
Temperaturen geeigneten, Siltek-beschichteten Glasliner mit Verwirbelungseinstichen wurde
die splitlose GC-MS-Methode validiert. Hierzu wurden Linearitdt, Wiederholbarkeit an einem
und an verschiedenen Tagen, Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze ermittelt (s. Tabelle
12; Bestimmung der Wiederfindungsraten vgl. Kap. 5.2.3). Die Linearitdt wurde iiber eine
wiederholte GC-MS-Analyse (n = 2) von Kalibrierlosungen mit 2-1000 pg D3-D6/L
Dichlormethan (2, 10, 50, 250 und 1000 pg/L) mit einem Bestimmtheitsmall > 0,99 zweifach
bestimmt. Die Wiederholbarkeit der Siloxan-Messungen wurde durch dreifache Analyse einer
15 pg D3-D6/L-Standardlosung in Dichlormethan an einem Tag mit einer relativen
Standardabweichung der Signalflichen zwischen 2-10 % ermittelt (M4Q < 5%). Fiir die
Wiederholbarkeit zwischen den Tagen resultiert eine RSD der Siloxan-Signalflichen im
erhaltenen EIC-Chromatogramm zwischen 3-15 % bei einer relativen Abweichung des
internen Standards von < 7 %. Die analytischen Grenzen wurden durch Analyse einer 10-
Punkt-Kalibrationsreihe zwischen 0,5 und 20 pg D3-D6/L (0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15 und
20 ug/L) nach DIN 32645 [296] mit der Kalibriergeradenmethode bestimmt. Nach
Eliminierung der beiden kleinsten Konzentrationen aus den Kalibrationsgeraden (0,5 und 1 pg
D3-D6/L) wurden Nachweisgrenzen zwischen 1,0-2,3 ug D3-D6/L und Bestimmungsgrenzen
zwischen 2,6-4,8 ug D3-D6/L ermittelt.
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Tabelle 12: Validierungsergebnisse der splitlosen GC-MS-Methode (M1) zur Bestimmung von D3-D6 in

Dichlormethan.
D3 D4 D5 D6

Linearitdt R? 0,9994 0,9991 0,9992 0,9998

. . 0
Wlefierholbarkelt RSD [%)] 4.9 3-8 5-10 27
an einem Tag

. . o
W1§derholbarkelt RSD [%] 5.11 6-13 315 3-8
zwischen den Tagen
Nachweisgrenze [ug/L]* 2,2+0,2 1,4+0,1 2,3+0,2 1,0£0,1
Bestimmungsgrenze [pug/L]* 4,1+0,3 4,8 +0,4 4,7+0,3 2,6+0,1

* Die angegebenen Vertrauensbereiche von LOD und LOQ in pg/LL wurden mit o = =
0,05; n = 2 berechnet.

Durch Erhéhung der Injektortemperatur und Einsatz des Argon-Hauses konnte somit eine
Steigerung der Sensitivitit der GC-MS-Analyse um den Faktor 2-4 erreicht werden.
Vergleichbare Bestimmungsgrenzen zwischen 2-4 pug/L wurden von SANCHEZ-BRUNETE et al.

[257] fiir die zyklischen Methylsiloxane D4-D6 in n-Hexan ermittelt.

5.2.1.2 Einfluss der stationiren Phase

Neben der Kontamination des Injektionssystems durch die Raumluft, die zu einem erhdhten
Blindwert fiihrt, werden zyklische Siloxane, bevorzugt D3 und D4, bei thermischem und/oder
oxidativem Stress der Polydimethylsiloxan-basierten Trennsdule kontinuierlich generiert.
Dieses sogenannte Sdulenbluten hat einen stetigen Anstieg der Basislinie im TIC-
Chromatogramm (insbesondere m/z 207 und 281) zur Folge [178, 324]. In der GC-MS
basierten Analytik niedermolekularer Silikone finden hauptsdchlich unpolare PDMS-
Trennsdulen mit zusétzlichen Phenylgruppen im PDMS-Geriist ihre Anwendung [98, 176,
220, 257, 260, 323]. Aufgrund des gezielten Einbaus von Phenylgruppen kommt es zu einer
Verstiarkung der stationdren Phase, die bei thermischer Belastung ein geringeres Sdulenbluten
generiert [325]. Einige wenige Arbeitsgruppen verwendeten fiir die chromatographische
Trennung zyklischer Siloxane polare Polyethylenglycol-basierte Trennsédulen [188, 208, 261].
Ein Nachteil dieser PEG-Trennsdulen ist die thermische Instabilitit, die die maximale
Temperatur auf 280 °C limitiert. Um den Einfluss der stationdren Phase auf die Sensitivitit
der Siloxan-Analyse zu untersuchen, wurden fiinf Trennsdulen der Hersteller Restek,
Macherey-Nagel und Sigma Aldrich gleicher Lange (30 m) und unterschiedlicher Filmdicke
(0,1-0,25 pm) verglichen. Basierend auf verschiedenen Modifizierungen des PDMS-Geriistes
mit Di(dimethylsiloxy)phenylene-, Diphenyl-polysilphenylen- und Cyanopropyl-Gruppen (s.
Anhang Abbildung 39a-c) unterscheiden sich diese Trennsdulen in ihrer Polaritét (unpolar:

Rxi 5Sil-MS, Optima PXLB; mittelpolar: Rtx 1701). Zusétzlich wurde eine polare, bis 300 °C
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stabile Sdule mit einer ionischen Fliissigkeit als stationdre Phase eingesetzt (SLB-IL60; s.
Anhang Abbildung 39d). Der Vergleich dieser Trennsdulen erfolgte anhand der
Trenneffizienz (Bodenhéhe H [mm]), des Sdulenblutens bei 275 °C bzw. 300 °C, des Tailing-
Faktors und anhand der ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach der Kalibrier-
geradenmethode. Die Trennleistung eines chromatographischen Systems wird durch die
theoretische Bodenzahl N beschrieben. Wie bei der Rektifikation beschreibt ein theoretischer
Boden einen Bereich der Trennsdule, in dem sich ein Konzentrationsgleichgewicht des
Analyten zwischen den beiden Phasen (mobile und stationidre Phase) einstellt. Dabei ist die
effektive Bodenzahl N proportional zu dem Verhiltnis der Netto-Retentionszeit>’ tr* zu der
Peakbreite in halber Hohe wyo s (s. Gleichung 4) bzw. proportional zu dem Verhéltnis der

Sdulenldnge L zu der Bodenhohe H (s. Gleichung 5) [262].

tr >2 “ Negr =% (5) L (rixtpy)- ()’ (6)

- ty =
Negr = 5’54X< O tr Ftrs - 2 x tro)

Wbo,5
Experimentell wurde die Bodenhohe durch Dreifachmessung einer 1 mg/L n-Alkan-Standard-
16sung in Dichlormethan (C, mit n = 7-12) mittels GC-MS unter isothermen Bedingungen
(GC-Ofentemperatur 40 °C) und konstanter Flussrate der mobilen Phase (1 mL/min)
bestimmt. Unter Anwendung der Tudler-Franke-de-Zeeuw-Gleichung (s. Gleichung 6) [326]
erfolgte zundchst die Berechnung der Totzeit ty und anschlieend die Ermittlung von Negr und
H bei gleicher Sdulenlédnge (30 m) der zu vergleichenden Trennsdulen. Bezogen auf das
n-Alkan Nonan (Cy) weist insbesondere die mittelpolare Cyanoisopropyl-Phase Rtx 1701 die
geringste Bodenhohe und folglich die beste Trenn-effizienz auf (s. Tabelle 13).

Tabelle 13: Vergleich unterschiedlicher Trennséulen.

Rxi 5Sil  Rxi 5Sil Optima SLB-IL

025um) (0,10 um) PXLB "X 1701 g,
Bodenhohe (n-Nonan) [mm)] 0,7 0.9 13,2 0,6 3,7
Saulenbluten (m/z 207) 39 23 4 87 2
Tailing-Faktor (D3-D6) 0,9-2,0 1,0-2,2 1,1-2,0 1,1-2,1 1,1-1,5
Wiederholbarkeit RSD [%] 1-10 7-19 1-5 5-10 2-14
an einem Tag
Nachweisgrenzen [ug/L] 0,9-2,5 0,6-2,4 0,7-0,9 0,5-1,9 0,5-1,5

Bestimmungsgrenzen [pug/L] 2,5-5,6 1,9-6,0 1,9-3,0 1,6-5,8 1,6-4,8

* korrigierte Retentionszeit des Analyten im Chromatogramm um die Totzeit des Systems, mit
tR‘ = tR - t() [262]
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Der Grad des Saulenblutens wurde iiber das S/N-Verhiltnis anhand der Signalintensitdt des
zyklischen Siloxans D3 (m/z 207) bei Ofentemperaturen von 40 °C bzw. 300 °C bzw. 275 °C
bestimmt. Insbesondere fiir die ionische Sdule sowie fiir die Optima PXLB-Trennsdule, die
zusétzlich zu den Phenylringen in dem PDMS-Grundgeriist (analog Rxi 5Sil-MS) Phenyl-
gruppen in der Seitenkette aufweist, konnte ein geringes Sdulenbluten mit einem Faktor 2-4
gegeniiber den Rxi/Rtx-Sdulen (Faktoren zwischen 23-87) beobachtet werden. Neben dem
positiven Einfluss von Phenylgruppen im Grundgeriist resultiert hieraus auch eine Minderung
des Séaulenblutens um den Faktor 2 bei Vorlage einer kleineren Filmdicke mit 0,10 um
gegeniiber 0,25 pum bei gleicher Modifizierung der stationdren Phase (Rxi 5Sil-MS). Ein
Vergleich der Trennsédulen in Bezug auf die Analyse zyklischer Methylsiloxane erfolgte nach
Optimierung des Temperaturprogrammes fiir jede einzelne Sdule. Dabei konnte keine
Retention des zyklischen Siloxans D3 auf der ionischen, polaren Trennsédule erzielt werden,
wodurch eine GC-MS-Analyse von D3 mit dieser Séule nicht moglich war. Die Wiederhol-
barkeit der Siloxan-Messungen wurde durch dreifache Analyse einer 10 pg D3-D6/L-
Standardldsung in Dichlormethan an einem Tag mit einer relativen Standardabweichung der
Signalflichen im EIC-Chromatogramm zwischen 1-19 % bestimmt (M4Q < 5%). Besonders
fiir die Optima PXLB-Séule resultieren sehr kleine RSD mit 1-5 %. Ein Mal fiir die Peak-
asymmetrie ist der Tailing-Faktor, der die Abweichung von der idealen GauBkurve bei
Vorlage eines steileren Peakanstiegs als Peakabfalls beschreibt und von der IUPAC? als das
Verhiltnis zwischen den Peakbreiten hinter und vor dem Lot vom Peakmaximum in 10 % der
Peakhohe angegeben wird [327]. In der vorliegenden Untersuchung wurden Tailing-Faktoren
zwischen 0,9-1,1 (symmetrische Peakform) und 1,2-2,2 (Peak-Tailing) nach mehrfacher GC-
MS-Analyse eines 10 pg D3-D6/L Siloxan-Standards (n = 3) berechnet (s. Tabelle 13 und
Anhang Tabelle 19). Speziell die unpolaren Trennsdulen weisen fiir das Siloxane D3 bzw. D6
Tailing-Faktoren grofler 1,3 auf (z. B. Optima PXLB). Hingegen konnte ein 7ailing fiir die
Siloxane D4 und DS im EIC-Chromatogramm bei der Verwendung der polareren Trennsédulen
(z. B. SLB-IL 60) beobachtet werden (s. Abbildung 15).

Die analytischen Kennzahlen wurden durch mehrfache Analyse einer 8-Punkt-Kalibrations-
reihe zwischen 1,0 und 12,5 pg D3-D6/L (1, 2, 3, 4, 5, 7,5, 10 und 12,5 pg/L) nach DIN
32645 [15] mit der Kalibriergeradenmethode bestimmt. Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
wurden in Konzentrationsbereichen zwischen 0,5-2,5 ug D3-D6/L und 1,6-6,0 pg D3-D6/L
ermittelt (s. Tabelle 13).

3% Internationale Union fiir reine und angewandte Chemie (engl. International Union of Pure and Applied
Chemistry, IUPAC)
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Abbildung 15: EIC-Chromatogramme nach GC-MS-Analyse bei Verwendung einer a) unpolaren Trennsdule
(Optima PXLB), b) polaren Trennsdule (SLB-IL 60). Extrahierte Massenspuren fiir m/z 207 (D3, schwarz), m/z
281 (D4 und M4Q, blau), m/z 355 (DS, rot) und m/z 341 (D6, griin).

Die analytischen Kennzahlen fiir die einzelnen Siloxane mit den jeweiligen
Vertrauensbereichen (n =2, m = 8, a = = 0,05) sind im Anhang aufgefiihrt (s. Tabelle 19).
Demnach konnen bei der Verwendung der unpolaren Optima PXLB bzw. der mittelpolaren
Rtx 1701-Trennséulen die geringsten Bestimmungsgrenzen fiir die zyklischen Siloxane D4-
D6 zwischen 1,6-3,0 pg D4-D6/L Dichlormethan erzielt werden. In Verbindung mit dem
geringen Sdulenbluten und der sehr guten Wiederholbarkeit bei der Verwendung der Optima
PXLB-Trennséule ist auch fiir das kleineste Homologe D3 eine sensitive GC-MS-Analyse mit
Bestimmungsgrenze von 2,6+ 0,2 pg D3/L moglich (zum Vergleich: Rtx 1701
5,8+ 0,4 pg D3/L).

5.2.2 Entwicklung einer alternativen GC-MS-Analyse

Aufgrund der limitierten Nachweisstirke konventioneller split/splitloser GC-MS-Methoden,
der eingeschrankten Einsatzmdglichkeit von Aufkonzentrationstechniken (z. B. Verdampfung
des Losungsmittels) und der Problematik potentieller Kontaminationsquellen [162, 173, 179,
188] werden im Bereich der Ultraspurenanalyse zyklischer Methylsiloxane in Konzentrations-
bereichen kleiner 100 ng/L alternative GC-Injektionstechniken eingesetzt. Insbesondere die
statische HS-Festphasenmikroextraktionstechnik findet bei Analytik zyklischer Methyl-
siloxane in Gewdsserproben Anwendung. Hierbei werden die cVMS aus der fliissigen Probe

in die Gasphase iberfiihrt, wo es zu einer Adsorption an die SPME-Faser kommt (s.



Ergebnisse und Diskussion 90

Abbildung 16a). Eine weiterfiihrende Variante der HS-SPME-Technik ist die sogenannte in-
tube extraction-Technik (ITEX, s. Abbildung 16b). Durch eine wiederholte, aktive Pump-
leistung der Spritze kommt es zu einer Anreicherung der Analyten auf einem oberhalb der
Injektionsnadel gepackten Sorbensmaterial. Die Desorption und Uberfithrung der Analyten
auf die analytische Saule erfolgt hingegen durch das Durchstromen des Packungsmaterials mit

der mobilen Phase bei erhdhten Temperaturen.

Analyte | - S 1
- Analyte

L 2
.

Abbildung 16: Schematische Darstellung zweier headspace-Techniken. a) Statische HS-SPME mit 1) HS-Vial,
2) Magnetriihrer, 3) fliissige Probe, 4) SPME-Faser, 5) SPME-Faser Halter fiir den Autosampler; modifiziert
nach [264]; b) Dynamische HS-ITEX mit 1) HS-Vial, 2) Magnetriihrer, 3) fliissige Probe, 4) konische
Spritzennadel, 5) HS-Spritze, 6) gepacktes Sorbensmaterial, 7) externe Heizung; modifiziert nach [328].

Die Vorteile dieser dynamischen Variante gegeniiber der statischen HS-SPME-Variante sind
zum einen das grofle Adsorptionsvolumen des Tragermaterials (~ 160 uL [329] anstatt 0,6 uLL
[330]), das eine Analyse fliichtiger Substanzen im unterem ng/L-Bereich erméglicht. Zum
anderen konnen verschiedene Packungsmaterialien z. B. auf Kohlenstoff- oder Polymer-Basis

eingesetzt werden [264, 328, 329, 331, 332].
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5.2.2.1 Anwendung einer dynamischen headspace basierten Injektionstechnik

Der Einsatzbereich statischer headspace-Festphasenextraktionstechniken zur gaschromato-
graphischen Analyse zyklischer Siloxane beschriankt sich in der Fachliteratur auf die Analyse
von Umweltproben, wie Fluss-, Abwasser- und Schlammproben (vgl. Kap. 2.3.). Um die
Eignung einer dynamischen HS-GC-MS-Methode zur Analyse zyklischer Siloxane in
Vollblut zu iiberpriifen, wurden mit 20 pg D3-D6/L aufgestockte Vollblutproben und zum
Vergleich aufgestocktes, destilliertes Wasser mittels ITEX-GC-MS analysiert. Hierzu wurden
die Blind- und aufgestockten Proben jeweils 10 min bei 40 °C inkubiert und mit 60 Pump-
Zyklen extrahiert. Um mogliche Kontaminationen durch PDMS-basierte Materialien zu
vermeiden, wurden Kohlenstoff-Nanorohrchen als Sorbens und eine polare PEG-basierte
Trennsdule verwendet. Die Desorption der Siloxane von dem Tragermaterial erfolgte oberhalb
der Siedetemperatur bei 280 °C. Da bereits Querkontaminationen bei der Verwendung von
gepackten Glaslinern beobachtet wurden, erfolgte die Beurteilung der Eignung dieser
Methode nicht nur anhand des S/N-Verhiltnisses, sondern auch iiber das Verschleppungs-
verhalten zwischen den einzelnen Messungen. Fiir die ITEX-GC-MS-Messung einer mit
20 ng D3-D6/L aufgestockten, destillierten Wasserprobe konnte lediglich fiir das Cyclo-
siloxan D6 ein annehmbares S/N-Verhéltnis von 18 im resultierenden TIC-Chromatogramm
ermittelt werden (mit S/N fiir D3 = 1; D4 = 6; D5 = 4). Neben den geringen Signalintensititen
konnten auch bei den alternierenden Messungen der aufgestockten Vollblut- bzw. Blind-
proben ein Anstieg der Siloxan-Intensititen im TIC-Chromatogramm der Blindproben nach
Analyse einer aufgestockten Vollblutprobe beobachtet werden (s. Abbildung 17). Nach fiinf
ITEX-GC-MS-Messungen war eine Unterscheidung zwischen den TIC-Chromatogrammen
der aufgestockten Vollblut- und der Blindproben anhand der relativen Siloxan-Signal-
intensititen nicht mehr moglich. Diese Querkontamination konnte nicht durch die Erhéhung
der Desorptionstemperatur auf 300 °C unterbunden werden.

Nur eine Verldngerung des Ausheizprozesses nach der Desorption (ca. 3 Stunden) fiihrte zu
einer Minimierung des Siloxan-Untergrundes in den Blindproben. Aufgrund der
zunehmenden Kontamination des Trigermaterials durch eine nicht vollstindige Desorption
der Analyten wurde diese HS basierte GC-MS-Methode zur Analyse zyklischer Siloxane

verworfen.
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Abbildung 17: TIC-Chromatogramme nach GC-ITEX-Ion Trap MS-Analyse zweier Vollblut-Blindproben vor

(schwarz) und nach Injektion einer mit 20 pg D3-D6/L aufgestockten Vollblutprobe (rot).

Das starke Adsorptionsverhalten zyklischer Methylsiloxanen an Kohlenstoff-basierten
Materialien wurde bereits von HUPPMANN et al. untersucht, die Aktivkohle als Sorbens bei der
Festphasen-Extraktion einsetzten [261]. Hierbei konnte bei der Verwendung von n-Hexan,
Cyclohexan bzw. Hexamethylsiloxan als Elutionsmittel und zusétzlicher Ultraschall-
Behandlung keine vollstindige Desorption von D3-D6 von dem Trigermaterial erreicht
werden [261]. Auch beziiglich bei der thermischen Desorption bei der statischen HS-SPME-
GC-MS-Analyse zyklischer Siloxane in Klidrschlamm- bzw. in Boden- und Sedimentproben
wurde diese Problematik diskutiert [163, 258]. Basierend auf einem hohen organischen
Kohlenstoff-Wasser-Verteilungskoeffizienten fiir D4-D6 (log Koc = 4,2-6,2 [163, 333-335])
und in Folge dessen, aufgrund der Tendenz an organischem Material, in der Probe zu
adsorbieren, wobei ein Analytverlust von bis zu 53 % beobachtet werden konnte [258], eignen
sich demnach die HS-SPME basierten Methoden nur fiir die Analyse von fliissigen Proben

mit geringem organischen Anteil.
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5.2.2.2 Optimierung und Validierung der large volume-Injektionstechnik

Die Optimierung einer auf der LVI-Technik basierten GC-MS-Methode im solvent vent-
Modus erfolgte zu Beginn unter Injektion von 100 uL einer 3 ug D3-D6/L-Siloxan-Standard-
16sung in Dichlormethan in ein Siltek-beschichtetes Glasverdampferrohr und anschlieBender
gaschromatographischer Trennung mit einer Dimethylsiloxyphenylene PDMS-Trennsdule
(Rxi 5Sil-MS, 0,25 um).

Fiir die bestmdgliche Uberfihrung der Analyten auf die Trennsidule wurden die PTV-
Parameter anhand des resultierenden S/N-Verhédltnisses sowie der relativen Standard-
abweichungen der einzelnen Siloxane D3-D6 (n = 3) optimiert. Allgemein kann der Ablauf
einer LVI bis zum Start der GC-Messung in zwei Abschnitte unterteilt werden: Injektion der
fliissigen Probe und Analyt-Transfer auf die Trennsdule (s. Abbildung 18). Dabei ist im stop
flow-Modus (Inletdruck: 0 bar) die Injektionsgeschwindigkeit (Dauer der Injektion) von dem
verwendeten Losungsmittel (hier Dichlormethan), der Injektions- bzw. Inlettemperatur und
dem vent flow abhidngig. Im ersten Schritt der Optimierung erfolgte die Ermittlung der
optimalen Injektionstemperatur (-6, 2 und 10 °C) bei variabler Injektionsgeschwindigkeit. Da
bei zunehmender Injektortemperatur bei vergleichbaren Injektionsgeschwindigkeiten unter-
schiedliche Flussraten fiir den vent flow resultieren, wurden die eingestellten Injektions-
temperaturen allgemein in drei Gruppen unterteilt: langsam 2,59-2,77 uL/s; mittel 3,22-
3,65 pL/s und schnell 3,93-4,54 uL/s (einzelne Werte s. Anhang Tabelle 20).

< Injektion 5> € Transfer 5
320 °C
Inlet-Temperatur|-6 °C/2 °C/- 10 °C
~ 50 bar
Inlet-Druck 0 bar (stop-flow)
Vent flow 250-750 mL/min
Rampe
Ofentemperatur |40 oC
solvent vent-Modus| Split-Ventil geschlossen TGC-Start

Split-Ventil offen
Abbildung 18: Ablauf einer large volume-Injektion im solvent-vent-Modus und Verlauf der zu optimierenden

PTV-Parameter; modifiziert nach [175, 336].



Ergebnisse und Diskussion 94

Ein Vergleich der resultierenden S/N-Verhéltnisse der zyklischen Siloxane D3-D6
verdeutlicht (s. Abbildung 19a), dass allgemein bei einer Injektionstemperatur von 2 °C eine
geringere Streuung der Messwerte mit relativer Standardabweichung zwischen 1-8 %
gegeniiber 4-13 % bei -6 °C bzw. 3-26 % bei 10 °C auftritt. Zusitzlich kann eine deutliche
Zunahme des S/N-Verhiltnisses des Methylsiloxans D4 bei einer Injektortemperatur von 2 °C
gegeniiber -6 °C und 10 °C beobachtet werden. Eine Abhéngigkeit des resultierenden S/N-
Verhiltnisses von der Injektionsgeschwindigkeit bei konstanter Injektionstemperatur ist flir
die zyklischen Methylsiloxane D3, D4 und D6 zu beobachten (s. Abbildung 14a und b bzw.
Anhang Abbildung 40a). Hierbei folgt bei zunehmender Injektionsgeschwindigkeit ein
steigendes S/N-Verhiltnis fiir die beiden Homologen D3 und D4 bei Temperaturen von 2 °C
bzw. 10 °C. Hingegen kommt es zu einer Abnahme des resultierenden S/N-Verhiltnisses mit
steigender Injektionsgeschwindigkeit fiir die Homologen D4 und D6 bei einer Injektions-
temperatur von -6 °C. Fiir das Cyclosiloxan D5 hingegen werden keine eindeutigen S/N-Zu-
oder Abnahmen in Abhingigkeit von den Injektionsbedingungen (Geschwindigkeit und
Temperatur) beobachtet (s. Anhang Abbildung 40b).

a) b)
Z150  m-6°C m2°C 2150 Im-6°C m2°C
= 10°C = 10 °C
+£120 T £120
% 90 ]
> 90
> : {
I i
a R €0 i z
30 30 - -
0 T 0 L T 1

langsam mittel schnell langsam mittel schnell

Abbildung 19: Abhingigkeit von der Injektortemperatur und der Injektionsgeschwindigkeit des ermittelten S/N-
Verhiltnisses eines a) 3 pg D4/L und b) 3 pg D6/L Dichlormethan-Standards nach LVI-GC-MS-Analyse.
Geschwindigkeiten von 2,59-2,77 uL/s (langsam), 3,22-3,65 pL/s (mittel) und 3,93-4,54 pL/s (schnell).

Da fiir eine Injektortemperatur von 2 °C und einer mittleren Injektionsgeschwindigkeit
(3,22 uL/s bei einem vent flow von 410 mL/min) RSD zwischen 1 und 5 % der S/N-
Verhiéltnisse erzielt wurden, wurden diese drei Parameter fiir die weiterfiihrende Methoden-
entwicklung gewéhlt. Im zweiten Schritt der Methodenentwicklung erfolgte die Optimierung
des Analyt-Transfers auf die Trennsédule. Hierbei wurde bei einer Injektionstemperatur von
2 °C und Injektionsgeschwindigkeit von 3,22 pL/s die Transfer-dauer auf die analytische
Trennsdule {iber die Dauer des geschlossenen Split-Ventils zwischen 0,55 und 0,75 min

variiert. Mit Verldngerung der Transferdauer resultiert fiir die hoher siedenden Siloxane D5
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und D6 eine Zunahme der ermittelten S/N-Verhiltnisse um einen Faktor 11 bzw. 2 (s.
Abbildung 20). Dies verdeutlicht eine verbesserte Uberfithrung der Analyten auf die Trenn-
sdule. Im Vergleich hierzu ist eine Abnahme der S/N-Verhéltnisse um einen Faktor 3 bzw. 2

fiir die fliichtigeren Cyclosiloxane D3 und D4 zu beobachten.

150

120

S/N-Verhiltnis

90

60

30

0 -
Transferdauer [min] 0,55 0,6 0,65 0,75

Abbildung 20: S/N-Verhiltnisse der Methylsiloxane bei 3 pg D3-D6/L in Abhédngigkeit von der Dauer des
geschlossenen Split-Ventils bei einer Injektortemperatur von 2 °C und einer Injektionsgeschwindigkeit von

3,22 uL/s (vent flow 410 mL/min).

Aufgrund der zunehmenden Sensitivitéit der beiden Homologen D5 und D6 und der relativen
Standardabweichungen der S/N-Verhiltnisse von 1-11 % wurde die LVI-Methode bei einer
Transferdauer von 0,75 min mit einer Injektionstemperatur von 2 °C und einer Injektions-
geschwindigkeit von 3,22 uL/s validiert. Analog zur M1-Methode erfolgte die Validierung
der LVI-GC-MS-Methode (M2) unter Verwendung des Argon-Hauses sowie der Rxi 5Sil-MS
(0,25 um)- und der Optima PXLB-Trennsdule. Hierzu wurden Linearitdt, Wiederholbarkeit an
einem und an verschiedenen Tagen, Nachweisgrenzen und Bestimmungsgrenzen ermittelt (s.
Tabelle 14; Bestimmung der Wiederfindungsraten vgl. Kap. 5.2.3). Die Linearitit wurde liber
eine wiederholte LVI-GC-MS-Analyse von Kalibrierlosungen mit 0,05-4 pg D3-D6/L
Dichlormethan (n = 2) mit einem Bestimmtheits-mall > 0,993 fiir beide Trennsdulen
bestimmt. Auch die Wiederholbarkeit der Siloxan-Messungen, die mittels dreifacher Analyse
einer 1,5 pg D3-D6/L- (Rxi 5Sil-MS) bzw. 0,7 pg D3-D6/L- (Optima PXLB) Standardldsung
in Dichlormethan bestimmt wurde, ist mit einer relativen Standardabweichung der
Signalfldchen in den erhaltenen EIC-Chromatogramm fiir beide Trennsdulen zwischen 1-9 %

an einem Tag bzw. 2-16 % zwischen den Tagen vergleichbar (M4Q < 5%). Nur fiir das
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zyklische Methylsiloxan D3 kommt es bei der Verwendung der Optima PXLB-Trennsdule
zum einen zu einer Verschiebung der Retentionszeiten zwischen den einzelnen Messungen
(RSD 5%). Zum anderen ist eine hohe Streuung der erhaltenen D3-Peakfldchen mit einer
relativen Standardabweichung zwischen 15-55 % zu beobachten. Eine Erkldrung fiir diese
Beobachtung konnte nicht gefunden werden, da alle Parameter, mit Ausnahme der Trennséule
und der Ofentemperatur (45 °C anstatt 40 °C), konstant gehalten wurden. Aufgrund dieser
maligen Wiederholbarkeit konnte das Siloxan D3 mit der LVI-GC-MS-Methode (M2) unter
Verwendung der Optima PXLB-Séule nicht analysiert werden. Fiir beide Trennsdulen wurden
die analytischen Grenzen durch Analyse einer Kalibrationsreihe zwischen 0,05 und 3 pg D3-
Dé6/L (0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,7, 1,0; 1,5, 2,0, 2,5 und 3,0 pg/L) nach DIN 32645 [296]

mit der Kalibriergeradenmethode bestimmt.

Tabelle 14: Validierungsergebnisse der LVI-GC-MS-Methode (M2) zur Bestimmung von D3-D6 in
Dichlormethan unter Verwendung der Rxi 5Sil-MS- und Optima PXLB-Trennsaule.

M2 (Rxi 5Sil-MS, 0,25 pm) D3 D4 D5 D6
Linearitit R? 0,9935 0,9971 0,9970 0,9974
Wiederholbarkeit RSD [%

an einem Tag el 1-8 39 39 -3
ngderholbarkelt RSD [%] 5.13 7.14 9-16 3-8
zwischen den Tagen

Nachweisgrenze [pg/L]* 0,36 +£0,03 0,18+0,03 0,19+0,03 0,06+0,01
Bestimmungsgrenze [pg/L]* 1,10+£0,09 0,60+0,04 0,60+0,04 0,20+0,01
Retentionszeit [min] (RSD [%]) 7,50 (3,0) 9,52 (0,2) 10,74 (0,1) 12,74 (0,1)
M2 (Optima PXLB) D3 D4 D5 D6
Linearitit R? n. b. 0,9987 0,9963 0,9955
Wiederholbarkeit RSD [%)] 15-55 2.9 3.8 125

an einem Tag

Wlfaderholbarkelt RSD [%] b, 5.12 512 2.7
zwischen den Tagen

Nachweisgrenze [ug/L]* n. b. 0,08+0,01 0,06+0,01 0,04=+0,01
Bestimmungsgrenze [pg/L]* n. b. 0,26 +£0,03 0,19+0,01 0,15+0,03
Retentionszeit [min] (RSD [%]) 2,48 (5,3) 3,08 (0,5) 3,95 (0,1) 5,61 (0,1)

n. b.: nicht bestimmt

*Die angegebenen Vertrauensbereiche von LOD und LOQ in pg/L wurden mit o = = 0,05;
n = 2 berechnet

Nach Eliminierung der kleinsten Konzentrationen aus der Kalibration (0,05 pg D3-D6/L,
0,1 pg D3-D5/L und 0,2-0,3 pg D3/L) wurden Nachweisgrenzen zwischen 0,06-0,36 pg D3-
D6/L und Bestimmungsgrenzen zwischen 0,20-1,10 pg D3-D6/L Dichlormethan bei der
Verwendung der Rxi 5Sil-MS ermittelt. Analog zur splitlosen-GC-MS-Methode koénnen

durch FEinsatz der Optima PXLB-Trennsdule um etwa einen Faktor 2-3 niedrigere
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Nachweisgrenzen (0,04-0,08 pg D4-D6/L Dichlormethan) und Bestimmungsgrenzen (0,15-
0,26 ng D4-D6/L Dichlormethan) erreicht werden. Bei Verwendung desselben Gerdteaufbaus,
mit Ausnahme der Mikroliterspritze und eines zusétzlichen Stickstofftanks, ist durch den
Einsatz der LVI-Technik (M2) im Vergleich zu der splitlosen GC-MS-Methode (M1) eine um

den Faktor 25-40 sensitivere Siloxan-Analyse moglich.

5.2.3 Optimierung der Probenvorbereitung

Um die Moglichkeit eines Einsatzes der beiden Methoden M1 und M2 zur quantitativen
Analyse zyklischer Methylsiloxane im Vollblut und im Kapselgewebe von Frauen mit
Silikonbrustimplantaten zu untersuchen, wurden im ersten Schritt anhand aufgestockter
Vollblutproben der Kontrollperson und aufgestockter Gewebe-Vergleichsmatrix die
Lagerungs- und Extraktionsbedingungen optimiert. AnschlieBend wurden fiir beide
Probenmatrices die Wiederfindungsraten sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

ermittelt.

Siloxan-Wiederfindungsraten im aufgestockten Vollblut

Die Optimierung der Probenvorbereitung zur Analyse des Vollblutes erfolgte zum einen
durch die Variation der Lagerungsbedingungen im Hinblick auf die Temperatur. Zum anderen
wurde das Volumenverhéltnis zwischen Vollblut und dem Extraktionsmittel Dichlormethan
optimiert. Hinsichtlich der unausweichlichen Lagerdauer der Vollblutproben bis zu deren
Analyse im Labor im Umfang von einem halben Tag bis drei Tage nach der Blutentnahme im
Universititsklinikum wurden Vollblutproben der Kontrollperson mit methanolischer D3-D6-
Standardldsung aufgestockt. Mit diesem Schritt sollen dhnliche Lagerungsbedingungen, wie
sie fiir die Realproben der Implantattriger vorliegen konnen, realisiert werden. Nach einer
Inkubationszeit von einer Stunde wurden die aufgestockten Vollblutproben mit dem
Extraktionsmittel Dichlormethan versetzt und fiir 14 Stunden bzw. 62 Stunden gekiihlt
gelagert. Im Vergleich zu Variante A, wo die Proben im Probenstéinder bei 5 °C gekiihlt
wurden, wurden die Proben bei Variante B in einer Styroporbox zusammen mit drei
Kiihlpacks bzw. mit crushed ice (Variante C) im Kiihlschrank gelagert. Zusitzlich wurde ein
Teil der aufgestockten Blutproben im Gefrierschrank bei -20 °C (Variante D) gelagert. Bei
diesen Experimenten wurden Siloxan-Blutkonzentrationen von 83 ng D3-D6/g Vollblut bzw.
53 ng D3-D6/g Vollblut simuliert. AnschlieBend erfolgte die Extraktion der aufgestockten
Vollblutproben bei einem &dquivalenten Extraktionsmittel-Vollblut-Volumenverhiltnis mit

0,9 w/w (2) bzw. bei einem Volumenverhéltnis von 2 zu 1 mit 0,4 w/w (1) unter Zuhilfe-
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nahme eines Vortexers (zweimal 2 min). Die Dichlormethan-Extrakte wurden nach
Zentrifugation mittels GC-MS (M1) analysiert. Hierbei wurde nach Abzug des Blindwertes
iiber eine externe Kalibration mit Siloxan-Standardlésungen in einem Konzentrationsbereich
von 10-150 pg D3-D6/L die Konzentration ermittelt. Die Wiederholbarkeit dieser Lagerungs-
und Extraktionsexperimente erfolgte je Variante anhand eines dreifachen Ansatzes. Dabei
zeigten die field blanks (Vollblut der Kontrollperson, n=3) gegeniiber der procedural blanks
(Dichlormethan, n = 3) keine erhohten Siloxan-Signalintensitéten. In Abbildung 21a und 21b
sind die ermittelten Wiederfindungsraten in Abhéingigkeit von den Lagerungsbedingungen
(A-D) und der Lagerzeit (14 h bzw. 62 h) in einem Blockdiagramm graphisch dargestellt
(Einzelwerte s. Anhang Tabelle 21). Die angegebenen Vertrauensbereiche der Wieder-
findungsraten wurden dabei mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % und unter Durchfiihrung
einer Dreifachbestimmung berechnet. Grundsitzlich wurden bei einem Extraktionsmittel-
Vollblut-Volumenverhéltnis von 0,9 w/w und einer Lagerdauer von 14 h fiir die zyklischen
Siloxane D3-D6 Wiederfindungsraten zwischen 34-101 % (Kiihlschrank, A2-14h), 80-98 %
(crushed ice, C2-14h) und 62-104 % (Gefrierschrank, D2-14h) ermittelt (s. Abbildung 21a).
Im Gegensatz zu einer 14 h-Lagerung der aufgestockten Vollblutproben bei 5 °C im Kiihl-
schrank (A) konnen bei der Lagerung der Proben bei < 5 °C in einer crushed ice gefiillten
Styroporbox (C) und bei — 20 °C im Gefrierschrank (D) auch fiir das Methylsiloxan D3
Wiederfindungsraten tiber 60 % erreicht werden. Insbesondere bei den aufgestockten
Vollblutproben, die mit crushed ice gekiihlt wurden, zeigen die Messwerte eine geringere
Streuung mit Vertrauensbereichen der Wiederfindungsraten zwischen 5-9 % gegeniiber 1-
25 % (A) und 5-11 % (D).
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Abbildung 21: D3-D6-Wiederfindungsraten im aufgestockten Vollblut in Abhéingigkeit von den
Lagerbedingungen nach einer Lagerdauer von a) 14 h, b) 62 h. Mit den Lagerungsbedingungen A: Kiihlschrank,
C: crushed ice, D: Gefrierschrank bei einem Extraktionsmittel-Vollblut-Verhéltnis: 0,4 w/w (1), 0,9 w/w (2).
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Eine Beeinflussung der Wiederfindungsraten durch das Volumenverhéltnis von Extraktions-
mittel und Vollblut wurde nicht beobachtet (s. Anhang Tabelle 21). Werden die aufgestockten
Vollblutproben in den Kunststoffgefd3en iiber einen lingeren Zeitraum (62 h, s. Abbildung
21b) im Kiihlschrank bei 5 °C (A1-62h) gelagert, kommt es zu einem Verlust der Analyten
von nahezu 80 % (D3-D6-Wiederfindungsraten zwischen 16-22 %). Eine gleichmédBige
Kiihlung der Proben mit crushed ice fiihrt zu einer Minimierung des Analytverlustes mit
Wiederfindungsraten der mit 53 ng D3-D6/g aufgestockten Vollblutblutproben von 57-93 %
(C2-62h mit einem Vertrauensbereich VB von 7-9 %). Aufgrund der geringen Streuung der
erhaltenen Messwerte (VB 5-9 %) und der guten Wiederfindungsraten (groBBer 80 %) wurde
fiir die Lagerung und die Priparation der Vollblutproben von Implantattrdgern die Variante C

(Kiihlung mit crushed ice in einer Styroporbox) verwendet.

Siloxan-Wiederfindungsraten in einer aufgestockten Gewebe-Vergleichsmatrix

Die Optimierung der Probenvorbereitung fiir die Analyse der Kapselgewebeproben erfolgte
anhand der Wiederfindungsraten der Analyten in der mit einer methanolischen D3-D6-
Siloxan-Standardldsung aufgestockten Gewebe-Vergleichsmatrix (Endkonzentration 250 D3-
D6 ng/g Gewebe). Hierbei wurde die einfache fest-fliissig-Extraktion mit Dichlormethan einer
vorangehenden Homogenisierung der Gewebe-Vergleichsmatrix und anschlieBender
Extraktion gegeniibergestellt. Nach einer Lagerung der aufgestockten Gewebeproben fiir 14 h
im Gefrierschrank bei -20 °C erfolgte fiir einen Teil der Proben die Extraktion unter Zuhilfe-
nahme eines Vortexers (Variante Extraktion). Der zweite Teil der aufgestockten Gewebe-
proben wurde direkt mittels SpeedMill in Lysis Tubes mit Keramikperlen homogenisiert
(Variante Homogenisieren A) und anschlieBend mit Dichlormethan extrahiert. Um eine
Homogenitit der bearbeiteten Gewebemasse zu erhalten, wurde zum dritten Teil der auf-
gestockten Gewebeproben vor dem Homogenisieren 200 pL Wasser hinzugegeben (Variante
Homogenisieren B). Aufgrund der Fliichtigkeit der Analyten und des damit einhergehenden
Analytverlustes, der bereits bei der Optimierung der Vollblutproben gezeigt werden konnte,
wurden die aufgestockten Gewebeproben wihrend der Priparation und bis zur GC-MS-
Analyse mittels crushed ice in einer Styroporbox gekiihlt gelagert. Die erhaltenen Dichlor-
methan-Extrakte wurden anschliefend um einen Faktor 2 verdiinnt und mittels GC-MS (M1)
analysiert. In Abbildung 22 sind die berechneten Wiederfindungsraten der zyklischen
Siloxane D3-D6 fiir die aufgestockter Gewebeproben graphisch dargestellt (Einzelwerte s.
Anhang Tabelle 22).
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Abbildung 22: D3-D6-Wiederfindungsraten in Abhangigkeit von der Probenvorbereitung. Mit A: ohne Zugabe
und B: mit Zugabe vom Wasser vor dem Homogenisieren. Die angegebenen Vertrauensbereiche der

Wiederfindungsraten [%] wurden mit P = 95 %, n = 3 berechnet.

Dabei wurde eine RSD der Signalflichen des internen Standards M4Q in den EIC-
Chromatogrammen von 5 % erzielt. Durch das Homogenisieren der aufgestockten Gewebe-
Vergleichsmatrix vor der Extraktion gegeniiber einer einfachen Extraktion konnten die
Siloxan-Wiederfindungsraten von 53-84 % auf 61-99 % (Homogenisieren A und B) erhoht
werden. Insbesondere die Wasser-Zugabe bewirkt neben einer gleichméfBigeren Homogenitét
der bearbeiteten Gewebemassen eine Erhohung der Wiederfindungsraten von 61-86 %
(Homogenisieren A mit VB 10-25 %) auf 85-99 % (Homogenisieren B). Da auch die
berechneten Vertrauensbereiche mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % und unter
Durchfiihrung eines dreifachen Ansatzes unter 10 % lagen, wurde fiir die Prédparation der
Kapselgewebeproben die dritte Variante (Homogenisieren B) verwendet.

Fiir die vollstindige Validierung der beiden GC-MS-Methoden M1 und M2 wurden die
Wiederfindungen anhand aufgestockter Vollblut- und Gewebeproben mit unterschiedlichen
Konzentrationen iiber eine externe Kalibration (M1: 10-150 pg D3-D6/L; M2: 0,2-3,5 pg D3-
D6/L) ermittelt. Fiir die Wiederholprizision wurden je aufgestockter Vollblut-Konzentration
(M1: 53 pg/L; M2: 0,3 und 2,0 ng D4-D6/g) und Gewebe-Vergleichsmatrix (250 ng D3-D6)
drei Ansitze durchgefiihrt. Die Bestimmung der Grenzwerte erfolgte liber die Kalibrier-
geradenmethode (s. Tabelle 12 und Tabelle 14). AnschlieBend wurden die in Dichlormethan
ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen auf die Einwaage der Proben und des
Extraktionsmittels bezogen (ng Analyt pro g Probe). Hierbei konnten fiir die splitlose GC-
MS-Methode bei einer aufgestockten Siloxan-Konzentration von 53 ng D3-D6/g Vollblut
Wiederfindungen von 80-98 % bei einem VB von 5-9 % ermittelten werden (s. Tabelle 15).

Dabei wurden die VB mit n = 3 und einer Wahrscheinlichkeit von 95 % berechnet.
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Tabelle 15: Wiederfindung und Nachweis- und Bestimmungsgrenze von D3-D6 in Vollblut fir M1. Die

angegebenen VB bei den Wiederfindungsraten wurden mit P =95 % und n = 3 berechnet.

M1 (Rxi 5Sil-MS) D3 D4 D5 D6
Wiederfindung (VB in %)
bei 53 ng D3-D6/g Vollblut 80 (7) 82 (6) 86 (9) 98 (5)
bei 250 ng D3-D6/g Gewebe 85 (5) 94 (4) 90 (6) 99 (5)
Nachweisgrenze [ng/g Vollblut] 41+0,6 43+03 7,1+£0,6 3,1+0,3
Bestimmungsgrenze [ng/g Vollblut] 132+1,0 148+12 145+0,9 8,0+0,3
Nachweisgrenze [ng/g Gewebe] 146+12 8,7+0,6 143+1,2 6,2 £0,6

Bestimmungsgrenze [ng/g Gewebe] 254+19 29,7+25 29,1+19 16,1 £ 0,6

Bei einem Extraktionsmittel-Vollblut-Verhiltnis von 0,4 w/w ergeben sich Nachweisgrenzen
zwischen 3-7 ng D3-D6/g Vollblut und Bestimmungsgrenzen zwischen 8-15 ng D3-D6/g
Vollblut. Fiir die Gewebeproben wurden nach Homogenisierung, Extraktion und GC-MS-
Analyse der Extrakte (M1) vergleichbare Wiederfindungen (85-99 %, VB 4-6 %) ermittelt.
Aus der Ein-waage der Gewebe-Vergleichsmatrix von 0,1-0,2 g resultieren Nachweisgrenzen
zwischen 6-15 ng D3-D6/g Gewebe und Bestimmungsgrenzen zwischen 16-30 ng D3-D6/g
Gewebe. Verglichen zu HANSSEN et al., die nach FLASSBECK et al. [98] Blutplasmaproben mit
n-Hexan extrahierten und mittels GC-MS analysierten und Bestimmungsgrenzen zwischen
1,3-2,7 ng/g erzielten [208], ist die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Nachweisgrenze etwa
um den Faktor 5 hoher. Wie bereits im vorigen Kapitel diskutiert, hat die Trennsdule einen
erheblichen Einfluss auf die Sensitivitit der Siloxan-Analytik. Die Diskrepanz zwischen den
von HANSSEN et al. [208] publizierten Nachweisgrenzen und den hier vorgestellten
Nachweisgrenzen konnte in der Verwendung einer PEG-Trennsdule anstatt einer PDMS-
Trennsdule, wie sie in dieser Arbeit eingesetzt wurde, begriindet sein. Vergleichbare
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir das Cyclotetrasiloxan in Blutplasma wurden von
UTELL et al. nach Extraktion mit Tetrahydrofuran und Ethylacetat erreicht (5 bzw. 17 ng D4/g
Plasma) [214]. Nachweisgrenzen in biologischen Proben wurden nach Homogenisieren und n-
Hexan-Extraktion in Konzentrationsbereichen von 5-9 ng D4-D6/g in Zooplankton und 2-6 ng
D5-D6/g in Fischleber ermittelt [192]. Die von WARNER et al. angegebenen Nachweisgrenzen
sind vergleichbar bzw. liegen mit einem Faktor 2-4 unterhalb der in dieser Arbeit ermittelten
Nachweisgrenzen.

Die Bestimmung der Wiederfindung zyklischer Siloxane im aufgestockten Vollblut fiir zwei
unterschiedliche Konzentrationen (0,3 ng D4-D6/g und 2,0 ng D4-D6/g) nach Extraktion und
LVI-GC-MS-Analyse der erhaltenen Dichlormethan-Extrakte erfolgte analog zur MI-
Methode. Dabei wurden unter Verwendung der Rxi 5Sil-MS-Trennsdule Wiederfindungen

zwischen 85-96 % (VB 2-7 %) bei einer aufgestockten Siloxan-Konzentration von 2 ng/g
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Vollblut ermittelt (s. Tabelle 16). Da die aufgestockte Siloxan-Konzentration von 0,3 ng D4-
D6/g unterhalb der Bestimmungsgrenze der beiden Siloxane D4 und D5 mit 0,41 + 0,03 ng
D4/g bzw. 0,41 £ 0,03 ng D5/g lagen, konnte die Wiederfindung nur fiir das Siloxan D6 mit
95 % (VB 3 %) bestimmt werden. Die ermittelten Nachweisgrenzen fiir diese LVI-GC-MS-
Methode liegen im mittleren pg D4-D6/g-Bereich (0,04-0,13 ng D4-D6/g Vollblut).

Tabelle 16: Wiederfindung und Nachweis- und Bestimmungsgrenze von D3-D6 in Vollblut fiir M2 unter

Verwendung zweier unterschiedlicher Trennsdulen. Die angegebenen VB bei den Wiederfindungsraten wurden

mit P =95 % und n = 3 berechnet.

Rxi 5Sil-MS D3 D4 D5 D6
Wiederfindung (VB in %)

bei 0,3 ng D4-D6/g X X X 95 (3)

bei 2,0 ng D4-D6/g X 92 (2) 85 (7) 96 (6)
Nachweisgrenze [ng/g Vollblut] X 0,12+0,02 0,13+0,03 0,04 +0,01
Bestimmungsgrenze [ng/g Vollblut] X 0,41+0,03 041+£0,04 0,14+0,01
Optima PXLB D4 D5 D6
Wiederfindungsrate (VB in %)

bei 0,3 ng D4-D6/g X 81 (1) 62 (4) 94 (5)

bei 2,0 ng D4-D6/g X 93 (1) 81 (3) 95 (5)
Nachweisgrenze [ng/g Vollblut] X 0,05+0,01 0,04+0,01 0,03+0,01
Bestimmungsgrenze [ng/g Vollblut] X 0,18+0,02 0,13+0,01 0,10+0,02

Aufgrund einer starken Schwankung der Retentionszeit des Methylsiloxans D3°' (RSD 5-
9 %) bei Injektion eines Dichlormethan-Extraktes der aufgestockten Vollblutproben konnte
keine Quantifizierung des D3-Gehaltes vorgenommen werden. Eine Abhédngigkeit der
Retentionszeitschwankung von verschiedenen Parametern, wie beispielsweise Temperatur des
Dichlormethan-Extraktes, konnte nicht beobachtet werden. Jedoch konnten Matrixeffekte im
Glasliner zu Verdampfungs- und Anreicherungsprozessen fiihren, die bei Siloxan-Standard-
l16sungen in reinem Dichlormethan nicht auftreten. Aus diesem Grund wurde das kleinste
Homologe aus der LVI-GC-MS-Methode zur Analyse von Methylsiloxanen in Vollblut-
proben herausgenommen. Hinsichtlich der Wiederfindung zyklischer Siloxane nach Variante
C (Lagerung in crushed ice/Kiihlschrank) wurden unter Verwendung der Optima PXLB-
Trennsdule nach LVI-GC-MS-Analyse der erhaltenen Dichlormethan-Extrakte vergleichbare
Wiederfindungsraten (zwischen 81-95 % bei VB 1-5 %) wie beim Einsatz der M1-Methode
bzw. bei Verwendung der Rxi 5Sil-MS-Trennsédule erreicht. Nur das Siloxan D5 weist bei

einer kleineren aufgestockten Konzentration von 0,3 ng D5/g Vollblut eine schlechtere

3! Zu kiirzeren, aber auch zu lingeren Retentionszeiten.
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Wiederfindung von lediglich 62 % auf. Auch die berechneten Nachweis- und Bestimmungs-
grenzen fiir das Cyclosiloxan D6 mit 0,03 = 0,01 ng D6/g bzw. 0,10 £+ 0,02 ng D6/g sind im
gleichen Bereich wie die Grenzen die unter Verwendung der Rxi 5Sil-MS-Trennsédule mit der
LVI-Methode ermittelt wurden. Mit einem Wassergehalt von 5 ppm im Dichlormethan®
gelangt bei der LVI-Technik (Injektionsvolumen 100 pL) ein groBerer Wasseranteil im
Vergleich zu einer splitlosen Injektion von 1 pL auf die Trennsédule. Hierbei kommt es zu
einem Bindungsbruch der Si-O-Bindung des PDMS-Geriistes und zur Bildung zyklischer
Methylsiloxane [178]. Dies wird durch ein starkes Peak-Tailing im Chromatogramm deutlich.
In Abbildung 23 sind die resultierenden EIC-Chromatogramme nach LVI-GC-MS-Analyse
der Dichlormethan-Extrakte von aufgestockten Vollblutproben (mit 0,3 ng D4-D6/g) und
Einsatz der beiden unterschiedlichen Trennsdulen dargestellt. Bei Verwendung der Rxi 5Sil-
MS-Trennséule ist ein starkes Peak-Tailing der zyklischen Methylsiloxane D4 (7ailing-Faktor
4,7) und D5 (Tailing-Faktor 1,9) gegeniiber der Optima PXLB-Trennséule zu beobachten. Die
Phenylgruppen im PDMS-Geriist und zusitzlich in den Seitenketten bei dieser Séule fiihrt
folglich zu einer Stabilisierung der stationdren Phase und reduziert demzufolge die Bildung

zyklischer Methylsiloxane durch einen oxidativen Abbau der stationiren Phase.
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Abbildung 23: EIC-Chromatogramme nach LVI-GC-MS-Analyse eines Dichlormethan-Extraktes einer mit
0,3 ng D4-D6/g aufgestockten Vollblutprobe unter Verwendung zweier unterschiedlicher Trennséulen a) Rxi
5Sil-MS (0,25 um), b) Optima PXLB. Extrahierte Massenspuren fiir D4 und M4Q: m/z 281 (griin); D5: m/z 355
(blau); D6 m/z 341 (rot).

32 Fiir Dichlormethan (99,8 %, fiir HPLC stabilisiert mit Amylen) laut Hersteller Acros Organics,
Geel, BEL
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Die Verwendung der Optima PXLB-Trennsdule fiihrt — wie bei der splitlosen GC-MS-
Methode (vgl. Kap. 5.2.1.2) - zu einem Sensitivitdtsgewinn von etwa einem Faktor 2 mit
Nachweisgrenzen zwischen 0,04 und 0,05 ng D4-D5/g Vollblut. Die LVI-GC-MS-Analyse
wurde bereits von WANG et al. zur Quantifizierung zyklischer Methylsiloxane in Umwelt-
proben durchgefiihrt. Hierbei erreichte diese Arbeitsgruppe nach n-Pentan-Extraktion und
LVI-GC-MS-Analyse bei Wiederfindungsraten von 65-114 % Bestimmungsgrenzen von 11-
37 ng D4-D6/g in Sedimenten und Béden und 83-129 ng/g Biota [252].

Insbesondere in den biologischen Proben ist die von WANG et al. publizierte Bestimmungs-
grenze um einen Faktor 1000 hoher als die in der vorliegenden Arbeit ermittelte
Bestimmungsgrenze. Diese Sensitivitdtssteigerung konnte auf das groBere Injektionsvolumen
(100 pL anstatt von 15 pL) wie auch auf die bessere Wiederholprizision (1-5 % anstatt 6-
26 %) zurlickzufiihren sein. Auf Basis einer splitlosen LVI-GC-MS-Methode und
vorangehender Festphasenextraktion mit n-Hexan analysierten COMPANIONI-DAMAS et al. die
zyklischen Methylsiloxane D3-D6 in Kléarschlamm. Hier erzielte diese Arbeitsgruppe
vergleichbare Bestimmungsgrenzen (0,1-0,4 ng D3-D6/g Klidrschlamm) und Wiederhol-
barkeiten (< 15 %) bei Wiederfindungen von 90-95 % [256].

5.3 Zyklische Methylsiloxane im Kapselgewebe von Frauen mit

Silikonbrustimplantaten

Um die bereits durch die GCxGC-MS aufgezeigte Diffusion zyklischen Methylsiloxane aus
dem Silikongel durch die Elastomer-Hiille in das direkt um das Implantat liegende Gewebe
quantitativ zu erfassen, wurden wihrend der Operation des Patienten in der Néhe des
Einschnitts Kapselgewebeproben entnommen. Diese wurden anschlieBend im Labor nach der
validierten Methode M1 aufgearbeitet und mittels GC-MS analysiert (M1).

Im folgenden Abschnitt werden die ermittelten Siloxan-Gehalte in den Gewebeproben der
Implantattriger mit dem intraoperativen Implantat-Befund verglichen. Zudem werden die
Kapselgewebe-Konzentrationen von Frauen mit Implantaten unterschiedlicher Hersteller, u. a.
den in der Kritik stehenden Rofil-Implantaten, gegeniibergestellt. Anschliefend wird ein
Vergleich der mittels GC-ElektronenstoBBionisation-MS ermittelten Methylsiloxan-
Konzentrationen im Kapselgewebe mit den Ergebnissen vorgenommen, die mittels einer
neuen  Atmosphirendruck-Photoionisationsquelle  (GC-APPI-Orbitrap-MS)  gewonnen
wurden. Im abschlieBenden Teil wird auf Basis von Waschexperimenten die Moglichkeit der

Diffusion zyklischer Siloxane in die Gewebezellen néher untersucht.
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5.3.1 Vergleich verschiedener Hersteller von Silikonbrustimplantaten

Fiir die Analyse zyklischer Methylsiloxane im Kapselgewebe von Implantattragern wurden
zwei Gewebeproben je Brustseite vereint und homogenisiert, mit Dichlormethan extrahiert
und das erhaltene Extrakt jeweils dreifach mittels GC-MS (M1) analysiert. In der
vorliegenden Studie wurden insgesamt 63 Kapselgewebeproben von 40 Frauen mit Silikon-
(n= 55), Bilumen- (n=3), Hydrogel- (n = 4) und Bilumen-Hydrogel-Brustimplantaten
(n=1) untersucht. Die Implantate der Patienten waren von unterschiedlichen Herstellern:
Rofil (n = 28), Mentor (n = 2), Allergan (n = 1), Polytech (n = 3), Silastic (n = 1), Nagotex
(n=4), Impax (n = 1). Da bei einigen Implantaten der Hersteller nach Explantation auf dem
Implantat nicht mehr erkennbar war, wurden zusédtzlich Kapselgewebeproben von Frauen mit
unbekannten SBI (n = 21) bzw. Hydrogel-Implantaten (n = 2) untersucht. Die Liegezeit der
Implantate lag zwischen vier und 15 Jahren bei den Rofil-SBI, zwischen drei und 38 Jahren

bei unbekannten Herstellern sowie einem Jahr bis 24 Jahren bei anderen Herstellern.

Die Ergebnisse der GC-MS-Analysen der Kapselgewebeproben von Frauen mit bleeding (a;
n = 17), intakten (b; n = 7) und defekten (c; n = 3) Rofil-SBI sind in Abbildung 24 dargestellt
(Einzelwerte, s. Anhang Tabelle 23). Die angegebenen VB der erhaltenen D3-D6-
Konzentrationen wurden bei einer Wahrscheinlichkeit von 95 % und unter Durchfiithrung
einer Dreifachbestimmung berechnet. Insgesamt konnten in den Gewebeproben von
Implantattragern mit defekten gegeniiber intakten Rofil-SBI hohere Siloxan-Konzentrationen
(zwischen 1051 und 2022 ng D6/g im Vergleich zu 16 und 1153 ng D6/g Gewebe) und
vermehrt kleinere Homologen (D3 und D4) analysiert werden (linke/rechte Brustseite, kurz
1/ r; Pat. Nr. 11 1, 20 r und 26 _1). Mit Ausnahme der Kapselgewebeproben des Patienten
Nr. 22 1 wurde in den Gewebeproben bei intakten Rofil-SBI iiberwiegend D6 mit
Konzentrationen kleiner der Nachweisgrenze (6 D6/g Gewebe) bis hin zu 1153 ng D6/g
gefunden. In zwei Fillen konnte zusitzlich das Siloxan D5 mit Konzentrationen zwischen
282-778 ng D5/g Gewebe analysiert werden (Pat. Nr. 2 r und 22 r). Bei defekten Rofil-
Implantaten wurden neben den erhohten D6-Konzentrationen auch ein héherer Gehalt an D3-
D5 (238-1010 ng D3-D5/g Gewebe) ermittelt. Ebenso wie bei den Patienten mit defekten
Implantaten, wiesen die Gewebeproben der Patienten, die wéhrend der Operation eine
bleeding-Fliissigkeit in der Implantattasche aufwiesen, erhohte D5- (bis zu 774 ng/g bei Pat.
Nr. 8) und D6-Gehalte (bis zu 2004 ng D6/g Gewebe bei Pat. Nr. 16 1) auf.
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Abbildung 24: D3-D6-Gehalte [ng/g] in Kapselgewebeproben von Patienten mit SBI des Herstellers Rofil mit
a) bleeding, b) intakten, c¢) defekten SBI. Die angegebenen VB der Siloxan-Konzentrationen wurden mit P =

95 % und n = 3 berechnet.

In Kapselgewebeproben weitere Patienten mit bleeding-SBI konnten wiederum nur geringe
D6-Konzentrationen bzw. keine D3-D5-Konzentrationen nachgewiesen werden (Pat. Nr. 1 r,

21,3 r 611, 18 1und 20 1). Auch zwischen den Gewebeproben der linken und rechten
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Seite eines Patienten wurden zum einen dhnliche Siloxan-Gehalte (Pat. Nr. 5, 8 und 16)
ermittelt. Hingegen lagen in anderen Fillen deutliche Konzentrationsunterschiede in den
Gewebeproben der linken und rechten Brustseite vor (Pat. Nr. 18, 22, 27). Eine allgemeine
Einordnung dieser Ergebnisse in die Kategorien defekt, bleeding und intakt ist folglich nur
begrenzt moglich. Beispielsweise sind vergleichbare Siloxan-Konzentrationsverteilungen
(D3-D6) sowohl in den Gewebeproben bei defekten, als auch in einzelnen Féllen bei Vorlage
eines intakten (Pat. Nr. 22 1) und zweier bleeding-Implantate (Pat. Nr. 26 r, 27 1) zu
beobachten. Aufgrund der breiten Streuung der erhaltenen Siloxan-Gehalte in den
Kapselgewebeproben mit einzelnen Ausreilern ist eine Bildung der Mittelwerte nicht
sinnvoll. Eine Tendenz mit der Vorlage hoherer D6-Konzentrationen in Gewebeproben bei
defekten Rofil-SBI (Median 1368 ng D6/g Gewebe) und einem vergleichbaren D6-Gehalt bei
Frauen mit intakten und bleeding-Implantaten wird jedoch sehr gut in einer Kastengrafik
sichtbar (s. Abbildung 25). Hierbei liegt der Median der D6-Konzentration bei Vorlage von
bleeding Implantaten bei 405 ng D6/g im Vergleich zu 354 ng D6/g Gewebe bei intakten
Implantaten. Der Interquartilsabstand, der die Streuung der mittleren 50 % der Einzelwerte
angibt, zeigt insbesondere fiir die D6-Gewebekonzentrationen bei Vorlage von bleeding-SBI
im Vergleich zu intakten SBI eine zu hoheren Konzentrationen verschobene unsymmetrische

Verteilung der einzelnen Werte.
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Abbildung 25: Kastengrafik der ermittelten D6-Konzentrationen [ng/g] in den Kapselgewebeproben von Frauen
mit Rofil-Implantaten. Jeweils links die einzelnen Werte (O rot: intakt; griin: bleeding und blau: defekt), davon
rechts die Box-Plots mit Median, Interquartilsabstand bei 25-75%, Mittelwert (¢) und niedrigste (Min. Wert) und
hochste D6-Konzentration (Max. Wert, o).
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Im Vergleich zu den Rofil-Implantaten konnten grundséatzlich fiir die Kapselgewebeproben
von Frauen mit SBI unbekannter bzw. anderer Hersteller vergleichbare Tendenzen mit einer
erhohten D6-Konzentration bei Vorlage von defekten SBI gegeniiber bleeding- bzw. intakten
SBI beobachtet werden. Auch wurde vermehrt D4 und D5 in den Proben von Patienten mit
defekten SBI beobachtet. Im Gegensatz zu den Patienten mit Rofil-SBI liegen in dieser
Implantat-Gruppe mehr Ausreiler vor. Allerdings konnten in diesen Proben bei Vorlage von
intakten, bleeding und defekten SBI bis zu 40- bis 100-fach hohere Siloxan-Gehalte mit
maximalen Konzentrationen von ca. 10 ug D3/g, 33 ug D4/g, 58 ug D5/g und 81 pg D6/g
Gewebe ermittelt werden (Einzelwerte s. Anhang Tabelle 24 und Abbildung 41). Das Siloxan
mit dem hdchsten Dampfdruck D3 wurde auch in dieser Implantat-Gruppe nur vereinzelt in
Kapselgewebeproben von Frauen mit intakten (1 von insgesamt 12) und bleeding-SBI (2 von
insgesamt 6) quantifiziert. In vier von insgesamt zehn Kapselgewebeproben von Frauen mit
defekten SBI unbekannter und anderer Hersteller konnten hingegen D3-Gehalte zwischen
271-1362 ng/g Gewebe ermittelt werden. Neben den Kapselgewebeproben bei Vorlage
unbekannter SBI-Herstellern wurden auch die Kapselgewebeproben von Frauen mit intakten
SBI der beiden Hersteller Allergan und Mentor auf ihren Siloxan-Gehalt hin untersucht
(n =3, Pat. Nr. 21 1, 28). Bereits nach einer Liegezeit von ca. zwei bis vier Jahren konnten
Gewebe-Konzentrationen zwischen 20-423 ng D4-D6/g und damit vergleichbare Siloxan-
Gehalte ermittelt werden, die auch in den Gewebeproben bei Implantation eines in der Kritik
stehenden Rofil-SBI vorkamen. Auch wenn héhere Konzentrationen an D4-D6 in dem SBI-
Gel der Implantate des Herstellers Rofil gegeniiber Mentor und Allergan in der Literatur
genannt werden [72, 310, 312], so konnte in der hier analysierten Probe keine eindeutige
Korrelation zwischen dem Hersteller des eingesetzten SBI und der Siloxan-Konzentration im
Kapselgewebe festgestellt werden. Die Analyse zyklischer Siloxane in den Kapselgewebe-
proben von Patienten mit intakten und bleeding Bilumen-Implantaten der Hersteller Nagotex
und Impax mit Konzentrationen zwischen 136-889 ng D5 und D6/g Gewebe verdeutlicht
(n=3, Pat. Nr. 21 1, 28 I/r), dass auch bei diesen Misch-Implantaten eine Diffusion dieser
Verbindungen in das umliegende Gewebe erfolgt. Im Kapselgewebe von Frauen mit intakten
und defekten Hydrogel-Implantaten, die aus einer Silikonhiille mit einem mit der Zeit
aufquellenden Material im Kern bestehen [85, 337], konnten hingegen nur geringe D6-
Konzentrationen von ca. 70 ng/g Gewebe ermittelt werden (n = 4, Pat. Nr. 37 und 40;
Einzelwerte s. Anhang Tabelle 25). In diesen Féllen konnte somit nur eine Kontamination

bedingt durch das Silikon der Elastomer-Hiille vorliegen.
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Um eine mogliche Korrelation zwischen den ermittelten Methylsiloxan-Gehalten in den
Kapselgewebeproben und der Liegezeit der Implantate zu identifizieren, wurden diese gegen
einander aufgetragen (s. Abbildung 26). Da sowohl in den Gewebeproben von Frauen mit
intakten und bleeding-SBI des Herstellers Rofil sowie andere bzw. unbekannter Hersteller
mafgeblich hohere D6- und vermehrt héhere D5-Konzentrationen ermittelt werden konnten,
wurde diese beiden Siloxane zur Betrachtung herangezogen. Hierbei wird deutlich, dass
oftmals hohere D5- und D6-Konzentrationen im Kapselgewebe auftreten, wenn die Liegezeit

der Rofil-SBI ldnger als zehn Jahre betrug (orange bzw. rot dargestellt).
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Abbildung 26: Auftragung der Konzentrationen [ng/g] von a) D5 und b) D6 in Kapselgewebeproben von Frauen

mit intakten und bleeding SBI des Herstellers Rofil sowie weiterer bzw. unbekannter SBI-Hersteller gegen die

Liegezeit der jeweiligen Implantate.
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Es wurden jedoch auch in den Kapselgewebeproben der Implantattréiger, deren Rofil-SBI die
14 bzw. 15 Jahre implantiert waren, niedrigere D5- und D6-Konzentrationen ermittelt. Ein
Vergleich fiir diesen Zeitraum (Liegezeit 10-15 Jahre) mit Gewebekonzentrationen anderer
Hersteller ist nicht moglich. Um ein vielfaches hohere D5- und D6-Gewebekonzentrationen
treten bei Liegezeiten von unbekannten SBI-Herstellern iiber 15 Jahren auf. Dieser Zu-
sammenhang konnte nicht nur auf eine langsame Diffusion in das Gewebe, sondern auch auf
eine bevorzugte Akkumulation dieser beiden Siloxane hindeuten. Es ist an dieser Stelle
jedoch anzumerken, dass die Anzahl der untersuchten Kapselgewebeproben von Implantat-
trdgern zu gering ist, um eine statistisch signifikante Aussage iiber diesen Zusammenhang
machen zu konnen.

Neben der Liegezeit, die die Siloxan-Gehalte im Kapselgewebe beeinflussen konnten, kdnnte
auch die Inhomogenitit des Kapselgewebes einen maBgeblichen Einfluss auf die Siloxan-
Konzentration haben. Zumal die einzelnen Gewebestiicke nicht nur unter den Patienten,
sondern auch zwischen den einzelnen Probe desselben Patienten Abweichungen in der
Gewebedicke und Festigkeit aufwiesen. Histologische Untersuchungen zu Silikonmigration in
das Kapselgewebe in Abhéngigkeit von der Dicke und Homogenitit dieses Gewebes sowie
der Liegezeit der Implantate wurden bereits vor fast 20 Jahren von BEEKMANN et al.
durchgefiihrt. In dieser Studie wurde in ca. 95 % der untersuchten Kapselgewebeproben
(n=71) Silikon vorgefunden. Dabei wurde keine Korrelation zum vorliegenden Implantat-
Status, jedoch eine signifikante Erh6hung des Silikons im Gewebe bei Liegezeiten iiber zwolf
Jahren beobachtet [93] und entsprechen damit den oben beschriebenen Tendenzen. Zusitzlich
fand diese Arbeitsgruppe signifikant weniger Silikon bei Vorlage von kalzifiziertem Gewebe
[93]. Diese Beobachtung konnte mit den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit nicht
bestitigt werden. So wurden in der vorliegenden Untersuchung im kalzifizierten
Kapselgewebe des Patienten Nr. 39 mit einem bleeding Bilumen-Implantat vergleichbare D5-
und D6-Konzentrationen quantifiziert (136 bzw. 445 ng/g Gewebe) wie bei dem Patienten
Nr. 38 der ein intaktes Bilumen-Implantat und eine normale Festigkeit des Kapselgewebes
hatte (zw. 196-889 ng D5-D6/g Gewebe).

Das Diffusionsverhalten von niedermolekularen Silikonen (D4-D20, L7-L20) aus einem
intakten SBI in ein u. a. lipidreiches Medium (Sojadl) bei 37 °C wurde von LYKISSA et al.
untersucht. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden in dieser Studie die zyklischen
Siloxane D4-D8 mit der héchsten Konzentration im Medium® ermittelt [97]. Nieder-

molekulare zyklische Methylsiloxane D3-D7 als Indikator fiir die Diffusion von Silikon-

3 Postulierte Diffusionsrate bei einem 250 g SBI: 10 mg/Tag (bezogen auf die Gesamtheit der
niedermolekularen Silikone) [97].
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material nach Injektion eines Silikongel-Destillats und der darauffolgenden Akkumulation in
verschiedene Organe, in Lymphknoten und ins Fettgewebe wurden zudem in einer Tierstudie
untersucht [9]. Vergleichbar zu den Ergebnissen der Kapselgewebeproben der vorliegenden
Arbeit, wurden D5 und D6 in dieser Tierstudie auch noch ein Jahr nach Exposition in den
Organen wiedergefunden. Diese selektive Akkumulation korrelieren KALA et al. mit einer
erhohten Persistenz von D5 und D6 gegeniiber D4 [9]. Die Akkumulation niedermolekularer
Siloxane (D4-D6, L8-L10) in das Bauchfett von Arbeitern einer Silikon-fabrik in China sowie
die Hintergrundbelastung durch die Verwendung u. a. von Korperpflegeprodukten einer
Kontrollgruppe wurde von XU et al. untersucht. Dabei ermittelte diese Arbeitsgruppe erhdhte
Siloxan-Gehalte von 36-306 D4-D6 ng/g Bauchfett bei den Mitarbeitern im Gegensatz zu der
allgemeinen Bevolkerung mit 3-141 ng/g Bauchfett [217]. Erste Untersuchungen zur internen
Exposition von Frauen mit SBI wurden von FLASSBECK et al. durchgefiihrt. In dieser Studie
konnten die zyklischen Siloxane D4-D6 eindeutig als Indikator fiir das Gel-Bluten mit
Konzentrationen zwischen 637-1340 D4-D6 ng/g gegeniiber 31-146 ng/g Fettgewebe bei
intakten SBI identifiziert werden. Diese Konzentrationsbereiche stimmen mit den in der
vorliegenden  Arbeit ermittelten  Siloxan-Gewebekonzentrationen  {iberein.  Diese
Arbeitsgruppe konnte jedoch weder eine Korrelation der Siloxan-Konzentrationen zum SBI-

Status, noch das vermehrte Auftreten einer Siloxan-Verbindung, wie hier das D6, beobachten

[7].

5.3.2 Vergleich von GC-EI-MS und GC-APPI-MS zur Analyse zyklischer
Methylsiloxane

Die Sensitivitit einer Analysemethode kann nicht nur, wie bereits im Kap. 5.2 gezeigt, durch
die Extraktion- oder die Injektionsbedingungen beeinflusst werden, sondern auch bei der
Kopplung mit einem Massenspektrometer durch die lonisierungseffizienz der einzelnen
Analyten.

Aufgrund des breiten Spektrums ionisierbarer Substanzklassen und der Mdéglichkeit, {iber den
Abgleich mit MS-Datenbanken unbekannte Substanzen zu suchen, wird die Elektronen-
stoBionisation bei der Kopplung von Gaschromatographie mit Massenspektrometrie am
hiufigsten eingesetzt [263, 338]. Bei dieser lonisierungstechnik werden die von der GC-Saule
eluierenden Analyten im Vakuum durch den Beschuss mit Elektronen mit einer Energie von
70 eV ionisiert und zusitzlich fragmentiert [262, 339]. Im Gegensatz zu dieser harten
Tonisierungstechnik, wo das Radikalkation des Molekiils (M) im MS-Spektrum haufig nicht

mehr auftritt, konnen bei weichen lonisierungstechniken, wie im Vakuum die chemische
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Ionisation mit z. B. Methan, coeluierende Analyten tiber das Molekiilion ermittelt werden
[263]. Die chemische lonisierung der von einer GC-Kapillare eluierenden Analyten unter
Atmosphidrendruck (engl. Atmospheric pressure ionization, API) und die anschlieende
Uberfiihrung ins Vakuum zum Massenspektrometer, hier ein Quadrupol-MS, wurde bereits
1973 von HORNING et al. realisiert [340]. Eine weitere Variante der API stellt die
Photoionisation dar (engl. Atmospheric pressure photoionization, APPI), die bereits Mitte der
1980er Jahre von REVEL‘SKII et al. in Verbindung mit einem Massenspektrometer zur
Detektion von Analyten in der Gas- und Fliissigphase eingefiihrt wurde [341, 342]. Einen
vermehrten Einsatz sowie die kommerzielle Verwendung im Bereich der HPLC-MS-
Kopplung erfolgt erst nach der Wiedereinfiihrung im Jahr 2000 von SYAGE & EVANS [343]
und ROBB et al. [344]. Seit 2003 der Verodffentlichung von REVELSKY et al. findet die APPI
auch im GC-MS-Bereich zunehmend ihre Anwendung [345]. In dieser Arbeit wurde eine
neuartige GC-APPI Ionenquelle eingesetzt, die speziell zur Kopplung von Orbitrap-
Massenanalysatoren entwickelt wurde [346].

Bei der APPI erfolgt die direkte Photoionisation des Analyten durch Ubertragung eines
Photons (hv) unter Zuhilfenahme einer Krypton-Entladungslampe. Hierbei werden nur
Analyten (M) ionisiert, deren Ionisierungspotential (engl. ionization energy, 1.E.) unterhalb
der Energie der emittierten UV-Photonen von 10 eV und 10,6 eV liegt (s. Gleichung 7a).
Uber ZusammenstoBe des Radikalkations mit weiteren Molekiilen, die wihrend des
Ionisationsprozesses in der Quelle vorliegen, konnen durch Wasserstoffabstraktion zusétzlich

Wasserstoff-Addukte ((M+H]") gebildet werden (s. Gleichung 7b) [347, 348].

M +hv — M (7a) M™ + X — [M+H]" + [X-H] (7b)

Typische Losungsmittel, die bei der GC-Analyse eingesetzt werden, weisen lonisierungs-
energien oberhalb von 10 eV auf (L.E.: Dichlormethan 11,3 eV [349]; Methanol: 10,8 eV
[350]; n-Hexan: 10,1 eV [349]) und werden nicht durch direkte Photoionisation ionisiert. Da
bisher keine Analysen zyklischer Methylsiloxane auf Grundlage der APPI verdffentlicht
wurden, gibt es in der Fachliteratur nur wenige Angaben zu den lonisierungs-potentialen von
Methylsiloxanen. Hierbei ist eine Zunahme des ersten lonisierungspotentials mit der
Kettenldnge der linearen Methylsiloxane von 9,50-9,88 eV fiir Hexamethyldisiloxan [351—
353] und 10,04 eV bzw. 10,24 eV fiir das Tri- und Tetrasiloxan [354] zu beobachten. Fiir die
beiden zyklischen Methylsiloxane D3 und D4 werden hingegen nur das zweite

Ionisationspotential mit 13,83 eV fiir D3 und 13,73 eV fiir D4 angegeben [354]. Basierend auf
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diesen Werten konnte eine direkte lonisierung der zyklischen Methylsiloxane mittels APPI
aufgrund des zu hohen zweiten lonisationspotentials von D3 und D4 nicht moglich sein.

Die Injektion eines 50 pg D3-D6/L bzw. 100 pg D3-D6/L Siloxan-Standards in Dichlor-
methan und die anschlieBende Analyse mittels GC-APPI-Orbitrap-MS bestétigt diese
Hypothese nur zum Teil. Im resultierenden TIC-Chromatogramm wurde fiir die beiden
Siloxane D3 und D4 jeweils ein Peak beobachtet, jedoch resultierte kein konzentrations-
abhédngiger Signalanstieg (bezogen auf D3) bzw. erst bei einer Konzentration von
500 pg D4/L des D4-Standards. Fiir die beiden hoheren Homologen D5 und D6 hingegen ist
eine Analyse mittels GC-APPI-MS méglich.

Zur Analyse zyklischer Siloxane D5 und D6 bei Photoionisation der Analyten unter
Atmosphirendruck und anschlieBender massenspektrometrischer Detektion mittels Orbitrap-
MS wurde im ersten Schritt die Temperatur der lonenquelle bei konstantem Saulenfluss
(1 mL/min) und make-up Gasfluss (0,65 mL/min) optimiert. Hierbei wurde ein 50 pg DS5-
D6/L-Siloxan-Standard mittels GC-APPI-MS analysiert und nur die Quelltemperatur
zwischen 230 °C, 250 °C und 270 °C variiert. Fiir die Wiederholprizision wurden die
Messungen je Temperatur dreimal wiederholt. Entgegen der Erwartungen verweisen die
resultierenden APPI-Massenspektren beider zyklischen Siloxane auf eine Fragmentierung.
Bei gleicher Quelltemperatur (230 °C) treten dquivalente Fragmente in dem EI- und APPI-
Massenspektrum des Siloxans D6 ([SiO(CHs),Js) mit den m/z 429 ([M-CH3]" =
[Sis0sC11H33]"), m/z 341 ([SisOsCgHys] ") und m/z 207 ([Si303CsH;s]") auf (s. Abbildung 27 a
und 27b). Im Vergleich zum EI-Massenspektrum kommt es in der Atmosphéirendruck-Ionen-
quelle zu einer Wasser-Addukt-Bildung, woraufhin die m/z 255,045 ([Si303CsH,;s+ H,0]")
und m/z 359,301 ([SisOsCgHas + H,0]") detektiert wurden.

Der Basispeak im APPI-MS-Spektrum ist nicht — wie im EI-Spektrum - das hoch-
fragmentierte [Si(CHs);] -Fragment (m/z 73), sondern das Wasser-Addukt des Molekiilions
[Si3O3C5H15]+. Auch fiir das Siloxan D5 kommt es zu einer Fragmentierung in der APPI-
Quelle. Der Basispeak ist, wie im EI-MS-Spektrum das m/z 355 ([M-CHg]Jr = [Si505C9H27]+)
(Vergleich s. Anhang Abbildung 42). Bei einer Erhhung der Quelltemperatur von 230 °C auf
270 °C resultiert fiir das D6 eine Verschiebung der relativen Intensititen der einzelnen
Fragmente. Die Fragmente mit m/z 207,034 (von 53 auf 45 %), m/z 341,021 (von 38 auf
34 %) und m/z 429,092 (von 55 auf 25 %) erfahren eine Abnahme der relativen Intensitét,
hingegen ist fiir m/z 329,336 eine deutliche Zunahme der relativen Intensitit von 15 % auf

85 % zu beobachten.
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Abbildung 27: Nach GC-MS-Analyse erhaltene D6-Massenspektren bei einer Temperatur der Ionenquelle von
230 °C a) EI-Quadrupol-MS-Spektrum (m/z-Bereich 40-500), b) APPI-Orbitrap-MS-Spektrum (m/z-Bereich 50-

500). Nach Subtraktion des Hintergrundes.

In Anbetracht der deutlichen Verschiebung der relativen Intensitidten der D6-Fragmente im

Massenspektrum in Abhdngigkeit von der Temperatur der Ionenquelle (D5 zeigte nur bei

270 °C eine Zunahme des m/z 329,336) erfolgte die Bestimmung der optimalen Quell-
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temperatur anhand der Sensitivitit der GC-APPI-MS-Analyse. Hierzu wurden die
analytischen Grenzen durch mehrfache Analyse einer 5- bzw. 6-Punkt-Kalibrationsreihe
zwischen 10 und 200 pg D5-D6 pg/L (10, 20, 30, 50, 100, 150 und 200 png/L; n = 2) nach der
Kalibriergeradenmethode (DIN 32645 [15]) bestimmt. Um die ermittelten Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen in Bezug auf die Quelltemperatur und mit den Ergebnissen, die mittels
GC-EI-qPol-MS generiert wurden, vergleichen zu kdnnen, erfolgte die Quantifizierung der
Siloxane anhand der extrahierten Massenbereiche m/z 355,0221 bis 355,1222 fiir D5 und
340,97188 bis 341,06779 fiir D6 (bei EI: D5 m/z 355 und D6 m/z 341). In Abhéngigkeit von
der Quelltemperatur wurden Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in Konzentrations-
bereichen zwischen 8-38 ug D5-D6/L und 26-108 pg D5-D6/L in Dichlormethan ermittelt (s.
Tabelle 17). Insbesondere fiir eine Quelltemperatur von 250 °C kdnnen um einen Faktor 1,5-2
niedrigere Nachweisgrenzen von 19 pg D5/L bzw. 8 pg D6/L Dichlormethan, gegeniiber 38
nug D5/L bzw. 12 pg D6/L Dichlormethan bei einer Temperatur von 270 °C, erreicht werden.
Mit Bestimmungsgrenzen von 3-5 pg D5-D6/L Dichlormethan, die mittels Elektronenstof3-
ionisation im Vakuum (M1) erhalten wurden, zeigt die APPI-MS mit einer optimalen

Quelltemperatur von 250 °C eine um Faktor 10 schlechtere Sensitivitét.

Tabelle 17: Vergleich der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in fiir D5 und D6 pg/L in Dichlormethan in

Abhiéngigkeit von der Temperatur der APPI-Quelle und der verwendeten Trennsdulen.

D5 D6
Parameter LOD [ug/L] LOQ [ug/L] LOD [ug/L] LOQ [ug/L]
Quelltemperatur
230 °C 25+3 65+38 11+2 28 +4
250 °C 19+1 53+4 8+1 26+2
270 °C 38+9 108 £15 12+3 34+7
Trennsdule
TR Dioxin 19+1 53+4 8+2 26+2
Optima PXLB 32+7 87+ 12 22+5 56+9
SLB-IL60 25+3 69 + 8 8+1 23+2

Neben der Quelltemperatur wurden zusétzlich drei unterschiedliche Trennsdulen analog zur
Beschreibung in Kap. 5.2.1.2 in Bezug auf die Sensitivitdt miteinander verglichen. Die
Bestimmung der analytischen Grenze erfolgte, wie oben beschrieben, anhand einer 5- bzw. 6-
Punkt-Kalibrationsreihe zwischen 10 und 200 pg D5-D6 pg/L unter Anwendung der
Kalibriergeradenmethode. Dabei wurde kein groBer Sensitivitdtsunterschied zwischen der TR
Dioxin von Thermo mit einer Filmdicke der stationidren Phase von 0,10 um gegeniiber der

ionischen Trennsdule festgestellt. Nur bei dem Einsatz der Optima PXLB, die bei der
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Methode M1 die geringsten Siloxan-Nachweisgrenzen und kleinsten Standardabweichungen
der Peakfldchen fiir die Siloxane (RSD < 5%) aufwies, wurde eine Erhohung der Nachweis-
grenze fiir das Siloxan D5 und D6 um den Faktor 1,5-2 beobachtet. Diese Abweichung konnte
u. a. auf den groBeren Peakbreiten (D6: 0,4 min anstatt 0,2 min) bei einer relativen Standard-
abweichung der Peakfldchen kleiner 10 % basieren. Da bei Injektion eines Dichlormethan-
Extraktes einer Kapselgewebeprobe fiir die TR Dioxin zunehmend ein Peak-Fronting™
beobachtet wurde, erfolgte der Vergleich hinsichtlich der quantitativen GC-EI- gegeniiber
GC-APPI-MS-Analyse von D5 und D6 unter Verwendung der ionischen Trennsdule bei einer
Temperatur der lonenquelle von 250 °C. Hierzu wurden die aufbereiteten Dichlormethan-
Extrakte der drei Patienten Nr. 26, 28 und 29 direkt im Anschluss an die GC-EI-MS-Analyse
mittels GC-APPI-MS iiber eine externe Kalibrierung (zwischen 10-150 pg D5-D6/L) unter
Verwendung desselben internen Standards M4Q quantifiziert. Bei einer relativen
Standardabweichung des internen Standards von 13 % wurden mit der GC-APPI-MS-Analyse
vergleichbare D5- und D6-Gehalte in den jeweiligen Kapselgewebeproben erhalten, wie mit

der GC-EI-MS-Analyse (s. Abbildung 28a und 28b, Einzelwerte s. Anhang Tabelle 26).
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Abbildung 28: Vergleich der mittels GC-APPI-Orbitrap-MS (dunkel) und GC-EI-qMS (M1: hell) ermittelten
Siloxan-Gehalte [ng/g] in Kapselgewebeproben von Implantattrdgern. Vergleich der a) D5-Konzentrationen, b)

D6-Konzentrationen. Die angegebenen VB wurden mit P =95 % und n = 3 berechnet.

Lediglich bei Vorlage hoherer Konzentrationen liegen die gemittelten Konzentrationen der

Kapselgewebeproben nach Dreifachbestimmung der Dichlormethan-Extrakte fiir D5 bei der

** Nach IUPAC: Abweichung von der idealen GauBkurve bei Vorlage eines steileren Peakabfalls als
Peakanstiegs.
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APPI-MS etwas unterhalb der mittels GC-EI ermittelten Konzentrationen (s. Abbildung 28a).
Hingegen werden mit der APPI-MS gegeniiber der EI-MS etwas hohere D6-Konzentrationen
in den Dichlormethan-Extrakten der Kapselgewebeproben ermittelt.

Zusammengefasst werden mittels GC-APPI-MS-Analyse gegeniiber der GC-EI-MS-Analyse
vergleichbare D5- und D6-Gehalte in den Kapselgewebeproben ermittelt, allerdings ist die auf

der APPI-basierte Methode weniger sensitiv als die konventionelle ElektronenstoBionisation.

5.3.3 Untersuchungen zur Diffusion zyklischer Methylsiloxane in die

Gewebezellen

Die bis in den pg/g-Bereich ermittelten Siloxan-Gehalte in dem Kapselgewebe von
Implantattrigern fiihren zu der Frage inwieweit diese Verbindungen durch die Zellmembran
in die Zellen diffundieren konnen. Insbesondere im Hinblick auf das als reproduktionstoxisch
eingestufte D4 (nach D4-Exposition iiber Inhalation bei weiblichen Ratten, ab 300 pg D4/g
[18, 238]) und die entziindliche Wirkung von D4 und D5 konnte eine mogliche Zellgangigkeit
fiir die Implantattriger von toxikologischer Relevanz sein.

Die Diffusion zyklischer Methylsiloxane durch die Haut wurde von JOVANOVIC et al. anhand
von Tierexperimenten untersucht. Hierbei ermittelte diese Arbeitsgruppe eine 1C-D4- bzw.
"“C-D5-Aufnahme von bis zu 0,5 % der aufgetragenen Gesamtdosis [210]. Auch die indirekte
Zellgingigkeit von D4 und D5 wurde anhand unterschiedlicher Metabolom-Studien nach
inhalativer, oraler bzw. intravendser Aufnahme dieser Substanzen untersucht [11, 12, 177,
199, 233]. Dabei konnte von MCKIM et al. gezeigt werden, dass bei Ratten nach mehrfacher
Inhalation von D4 eine reversible Lebervergroferung und eine signifikante Induktion des
Enzyms Cytochrom P450 auftritt [233]. Mit Tierstudien an sensibilisierten Meerschweinchen
konnten KOSSOVSKY et al. verdeutlichen, dass intrazellulires PDMS zu einer Immunreaktion
fithrt [355].

In der vorliegenden Arbeit wurden im ersten Schritt - zur Uberpriifung, ob zyklische Siloxane
an der Gewebeoberfliche adsorbieren - Wasch-Experimente mit dem Kapselgewebe von
Implantattragern durchgefiihrt. Dabei wurden zum einen die zwei Kapselgewebestiicke vor
dem Homogenisieren zweimal mit Dichlormethan gewaschen (jeweils 0,5, 1 und 2 min) und
dann homogenisiert und extrahiert. Zum anderen wurde ein nicht vorher mit Dichlormethan
gewaschenes Kapselgewebestlick derselben Brustseite (gleicher Patient) direkt homogenisiert
und extrahiert. Die erhaltenen Dichlormethan-Extrakte, sowie die Waschlosungen wurden
jeweils dreimal mittels GC-MS analysiert. Diese Wasch-Experimente wurden fiir jeden

Ansatz (Dauer des Waschvorganges 0,5 bis 2 min) zweifach durchgefiihrt. Die berechnete
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prozentuale Verteilung zeigt in Abbildung 29, wobei die ermittelten Siloxan-Gehalte der
Waschlésung und des vorbehandelten Kapselgewebestiickes auf die Siloxan-Konzentrationen
des direkt homogenisierten Gewebestiickes (100 %) bezogen wurden (Einzelwerte s. Anhang
Tabelle 27). Anhand der prozentualen Verteilung der D3-D6-Konzentrationen in der
Waschlésung und im unbehandelten Gewebestiick wird deutlich, dass die Konzentration in
der Waschlosung mit zunehmender Waschdauer steigt. Bei einer Waschdauer von einer
halben Minute wurden keine zyklischen Siloxane in der Waschlosung nachgewiesen (D3-D5)
bzw. nicht quantifiziert (D6 kleiner LOQ). Im korrespondierenden vorbehandelten
Kapselgewebestiick wurden hingegen Siloxan-Gehalte von 50-113 % bezogen auf das direkt
homogenisierte Gewebestiick derselben Brustseite ermittelt. Diese Abweichung von den
theoretisch erwarteten 100 %, konnte auf die Inhomogenitit der Kapselgewebeproben und der

damit verbunden ungleichméfigen Verteilung der zyklischen Siloxane im Gewebe zuriick zu

fiithren sein.
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Abbildung 29: Prozentuale Verteilung der Siloxan-Gehalte in der Waschlosung und im vorbehandelten

Kapselgewebe bezogen auf das direkt homogenisierte Gewebe (100 %).

Bei einer Waschdauer von einer Minute konnten in der Waschlosung bereits ca. 15 % des D5-
und des D6-Siloxan-Gehaltes detektiert werden. Mit Verldngerung des Waschvorganges um
eine Minute kommt es nahezu zu einer Verdopplung des Siloxan-Gehaltes in der Wasch-
16sung mit 24-38 %. Es ist folglich allgemein ein Auswasch-Verhalten der zyklischen
Siloxane aus dem Gewebe zu beobachten. Dies konnte zum einen auf das Entfernen der an

der Gewebeoberfliche adsorbierten Siloxane hindeuten. Hierbei wéren jedoch nach einem
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zweifachen Wasch-vorgang von jeweils einer halben Minute hohere Siloxan-Konzentrationen
in der Waschlosung zu erwarten. Zum anderen konnte die zunehmende Kontaktdauer des
Gewebes mit dem halogenierten Losungsmittel Dichlormethan zu einer Zerstérung der
einzelnen Gewebezellen (Nekrose) fiihren, die diese Verbindungen in die Waschlosung

abgeben.

Um den Einfluss von Dichlormethan auf Humanzellen zu untersuchen, wurden sowohl
Gewebestiicke (max. 2 x 2 mm) als auch Osteosarkom-Humanzellen®> mit einem
zellpermeablen Fluoreszin-Derivat, 5-Chloromethylfluorescein Diacetat (CMFD), versetzt.
Dieses Derivat wird in die lebende Zelle aufgenommen und enzymatisch in einen griinen
Fluoreszenzfarbstoff umgewandelt. Dieser Stoff ist folglich ein Lebendzellmarker. Nach der
Zugabe des Farbstoffes wurden die Zellen bei 37 ° eine halbe Stunde inkubiert, anschlieend
mit Phosphat gepufferter Salzlosung gewaschen und nochmals bei 37 °C 30 min inkubiert.
Die Aufnahmen der angefiarbten Gewebezellen und der U20S-Zellen wurden bei einer
vierfachen (s. Abbildung 30 e-h) bzw. bei einer zwanzigfachen VergroBerung (s. Abbildung
30 a-d) mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop durchgefiihrt. Hierbei wurden die Kapsel-
gewebeproben vor Beginn der Aufnahmen mit Dichlormethan vollstindig benetzt. Bei den
U20S-Zellen erfolgte die Zugabe von 100 pnL Dichlormethan zu Beginn der Aufnahmen.

Ein Vergleich der Epifluoreszenz-Aufnahmen des Kapselgewebes verdeutlicht, dass es zu
einer Zunahme des griaulichen Bereiches zwischen dem Start der Aufnahmen (e) und nach 2
Minuten (h) kommt (jeweils rotmarkiert). Dies konnte auf ein vermehrtes Absterben der
einzelnen Zellen hindeuten. Zudem ist ein Zusammenziehen des Gewebes zu beobachten.
Dieses Schrumpfen setzt bei den einzelnen U20S-Zellen bereits nach 30 Sekunden nach
Zugabe des Dichlormethans ein (b) und ist nach einer Minute deutlich zu beobachten (d). Die
Verringerung des Zellvolumens deutet auf eine durch das Dichlormethan hervorgerufene
Apoptose hin, eine vollstindige Zelllyse (Platzen der einzelnen Zellen [295]) wurde hingegen

nicht beobachtet.

> U20S-Zellen Priparation und Fluoreszenzaufnahmen durchgefithrt von Dr. O. Miiller (AK Prof.
Nalbant, Universitdt Duisburg-Essen)
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Abbildung 30: Epifluoreszenz-Aufnahmen der mit 10 pM CMFD angefdrbten U20S-Zellen (a-d) und des

Kapselgewebes (e-h). Bei der Zugabe von Dichlormethan (a), direkt nach Benetzung des Kapselgewebes mit
Dichlormethan (e), nach 30 s (b, f), nach 40 s (¢); nach 1 min (d, g) und nach 2 min (h). Mit 20-facher (U20S-

Zellen) und 4-facher Vergroferung (Kapselgewebe) [aufgenommen von DR. O. MULLER].

Allgemein erfolgt die Metabolisierung chlorierte Kohlenwasserstoffe primir in den Zellen
(z. B. Leber und Niere) iiber Cytochrom P-450 [356-358]. Dabei kommt es zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies, die zu einer Zerstorung der Zellen (Einleitung der Apoptose)
fiihren konnen, wenn diese nicht durch das Antioxidants Glutathion abgefangen werden [359—
361]. Bezogen auf das Kapselgewebe konnte das Zellschrumpfen der Einzelzellen auch mit
der Zerstorung einzelner Makromolekiile, die die einzelnen Zellen miteinander verbinden
[362], und der Freisetzung der extrazelluldren Matrix des Gewebes zusammenhingen. In
Korrelation mit einer zu beobachtenden zunehmenden Siloxan-Konzentration in der Wasch-
16sung in Abhingigkeit von der Dauer des Waschvorganges konnte hieraus eine Lokalisation
der zyklischen Siloxane vermehrt zwischen den Zellen, eingebunden in der extrazelluldren

Matrix, abgeleitet werden.
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5.4 Zyklische Methylsiloxane in Vollblutproben von Frauen mit

Silikonbrustimplantaten

Die entwickelten und validierten GC-MS basierten Methoden, M1 und M2, wurden zur
Analyse zyklischer Siloxane in Vollblut von Patienten mit intakten und defekten Implantaten
eingesetzt. Da bereits bei den Untersuchungen der Kapselgewebeproben hinsichtlich des
Siloxan-Gehaltes eine Differenzierung zwischen intakten SBI und intakten bleeding-
Implantaten nur bedingt moglich war, wurde bei der Auswertung der Vollblutproben nur
zwischen intakten und defekten SBI unterschieden. In diesem Kapitel werden die ermittelten
Siloxan-Konzentrationen in den Vollblutproben der Implantattriger dem intraoperativen
Implantat-Befund und den Ergebnissen der klinischen Vordiagnostik, Mammasonographie
(SONO), gegeniibergestellt.

Die ersten Untersuchungen zum Siloxan-Gehalt in Blutplasma bzw. im Vollblut von Frauen
mit SBI bzw. von Frauen, denen bis zu fiinf Jahre vor der Probenentnahme ein SBI explantiert
wurde, wurden bereits im Jahr 2001 von FLASSBECK et al. durchgefiihrt. In dieser Studie
wurden liberwiegend hohere Konzentrationen der beiden zyklischen Siloxane D3 und D4
zwischen 2-50 pg/L Plasma (n = 10) und 20-92 pg/L Vollblut (n = 4) mittels GC-MS
ermittelt. Eine Korrelation zwischen dem intraoperativen Implantat-Befund und der
Konzentration war in dieser Studie nicht gegeben [98].

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir die ersten Analysen zyklischer Methylsiloxane im
Vollblut der Implantattrager 18 Proben (Pat. Nr. 1-18, analysiert mit M1) bzw. fiinf Proben
(Pat. Nr. 19-23, analysiert mit M2) analysiert. Hierzu wurden die Vollblutproben mittels
crushed ice bei Temperaturen unter 5 °C gekiihlt und direkt nach Erhalt mit Dichlormethan
extrahiert. Die Extrakte wurden anschlieBend mittels GC-MS bei einer splitlosen (Vollblut-
Extrakte der Pat. 1-18) bzw. einer LVI-Injektion (Vollblut-Extrakte der Pat. 9-23) unter
Einsatz einer Rxi 5Sil-MS-Trennséule analysiert.

Unter Anwendung der M1-Methode mit Nachweisgrenzen zwischen 3-7 ng D3-D6/g Vollblut
konnten die zyklische Methylsiloxane D3-D5 weder im Vollblut der Kontrollperson, noch in
den Proben der Implantattriger mit intakten (n=15) und defekten SBI (n =3) unter-
schiedlicher Hersteller nachgewiesen werden. Nur im Blut von zwei Patienten mit intakten-
bleeding Rofil-SBI (Pat. 8) bzw. defekten Rofil-SBI (Pat. Nr. 11) wurde D6 nachgewiesen.
Eine Quantifizierung der D6-Konzentration konnte in beiden Fillen hingegen nicht erfolgen
(LOQ 8 ng D6/g Vollblut; Einzelwerte s. Anhang Tabelle 28).

Bei gleicher Probenvorbereitung und unter Anwendung, der bis zu einem Faktor 100

sensitiveren M2-Methode mit Nachweisgrenzen zwischen 0,04-0,13 ng D4-D6/g Vollblut
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(Verwendung der Rxi 5Sil-MS-Trennsdule) wurden Vollblutproben der Implantattriger und
der Kontrollperson analysiert. Hierbei wurden in vier Proben von Patienten mit intakten sowie
defekten SBI (Pat. Nr. 20-23) und in der Kontrollprobe keine Siloxane D4-D6 nachgewiesen.
Nur im Vollblut eines Patienten mit einem defekten SBI des Herstellers Polytech wurden
erhohte D4- und D6-Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze von 0,14 ng D6/g
und 0,41 ng D4/g Vollblut ermittelt (Einzelwerte s. Anhang Tabelle 29). Das Auftreten der
beiden Siloxane D4 und D6 stimmt mit den qualitativen Ergebnissen der Dichlormethan-
Extrakte der Vollblutproben der Patienten mit defekten SBI, die mittels GCxGC-MS
analysiert wurden, iiberein. Abweichungen zu den von FLASSBECK et al. ermittelten
Konzentrationen konnten beispielsweise auf unterschiedliche Probenvorbereitungen (5 min.
extrahieren und 20 min. zentrifugieren, jeweils bei Raumtemperatur [98]), sowie
Lagerbedingungen der Proben (Vollblut bei -20 °C [98]) und der Extrakte (Raumtemperatur
[98]) und damit einhergehender Kontaminationen beispielsweise durch die Raumluft

begriindet sein.

5.4.1 Quantifizierung mittels LVI-GC-MS

Da unter Verwendung einer Rxi 5Sil-MS-Trennsdule bei der LVI-GC-MS-Methode keine
Quantifizierung der zyklischen Methylsiloxane im Vollblut der Implantattrigern moglich war,
wurden die bei 5 °C in den Citrat-Monovetten gelagerten Proben unter Einsatz der Optima
PXLB-Trennsdule erneut analysiert. Im Vergleich hierzu wurden die Vollblut bei den voran-
gegangenen Analysen unter Anwendung der Methode M1 bzw. M2 (Verwendung der Rxi
5Sil-MS-Trennséule) direkt nach Erhalt bzw. nach maximal 14 h Lagerung in crushed ice im
Kiihlschrank extrahiert und die Extrakte analysiert.

In dieser Studie wurden insgesamt 24 Vollblutproben von Frauen mit SBI (n = 24) untersucht,
wobei die Implantate der Patienten von unterschiedlichen SBI-Herstellern, Allergan (n = 4),
Mentor (n = 1), Polytech (n = 2), Rofil (n = 8), Silastic (n =1) bzw. unbekannte Hersteller
(n = 8), waren. Die Liegezeit der Implantate betrug zwischen einem Jahr und 38 Jahre und die
einzelnen Vollblutproben wurden direkt nach Erhalt bzw. nach einer Lagerdauer von einem
Monat und 15 Monate bei 5 °C analysiert. Zur Kontrolle wurden die Vollblutproben einer
Frau ohne Implantate direkt bzw. nach einer Lagerdauer von acht Monaten analysiert. Die
ermittelten D4-D6-Konzentrationen in den Dichlormethan-Extrakten der Vollblutproben von
Frauen mit intakten (n = 13) und defekten (n=11) SBI sind in Abbildung 31 dargestellt
(Einzelwerte, s. Anhang Tabelle 30). Dabei wurden die angegebenen Vertrauensbereiche

unter Durchfiihrung einer dreifach Bestimmung (n = 3) bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
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von 5% berechnet. Allgemein konnten Siloxan-Konzentrationen zwischen 0,10-0,57 ng D4-
D6/g Vollblut mittels LVI-GC-MS analysiert werden. Fiir detektierte Siloxan-Gehalte
unterhalb der Bestimmungsgrenzen von 0,10-0,18 ng D4-D6/g Vollblut wurde die D4-D6-
Konzentration auf den maximalen Wert, die Bestimmungsgrenze, gesetzt. Wurden hingegen
keine zyklischen Methylsiloxane in den Extrakten der Vollblutproben nachgewiesen, wurde
fiir die D4-D6-Konzentrationen der minimale Wert, die Nachweisegrenze (0,03-0,05 ng D4-
D6/g Vollblut) angegeben. Im Vollblut der Kontrollperson wurden ebenso wie im Vollblut
eines Patienten mit einem intakten Mentor-SBI (Pat. Nr. 28) keine zyklischen Methylsiloxane
detektiert. Nachweisbare, nicht jedoch quantifizierbare D4- und D6-Gehalte wurden hingegen
in sieben von elf Fillen, bei denen die Patienten intakte SBI aufwiesen, gemessen (s.
Abbildung 31, linke Seite). Nur in zwei Féllen bei Vorlage von intakten SBI konnte das
zyklische Siloxan D6 mit Konzentrationen von 0,13 + 0,07 ng/g (Pat. Nr. 27) und 0,29 +
0,07 ng/g Vollblut (Pat. Nr. 32) quantifiziert werden. Das Methylsiloxan D4 konnte bei diesen
beiden Fillen hingegen nicht quantifiziert (Pat. Nr. 27) bzw. nachgewiesen werden (Pat.

Nr. 32).
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Abbildung 31: Bestimmung Siloxan-Gehalte im Vollblut der Patienten mit intakten (linke Seite) und defekten
SBI (rechte Seite) und der Kontrollperson in [ng/g] bestimmt mittels LVI-GC-MS (M2). Mit D4 (rot), D5 (griin)
und D6 (violett) unter Angabe der Bestimmungsgrenze (LOQ, farbige Linien) und VB bei P =95 % und n = 3.
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Im Vergleich zu den Ergebnissen der Vollblutproben von Patienten mit intakten SBI, konnte
im Vollblut von Patienten mit defekten SBI ein erhdhter D4- und D6-Gehalt bestimmt werden
(s. Abbildung 31, rechte Seite). In sieben von insgesamt elf Vollblutproben von Implantat-
tragern (Pat. Nr. 11, 19, 20, 23, 25, 26 und 29) wurden erhdhte D4-Konzentrationen zwischen
0,19-0,57 ng D4/g Vollblut mittels LVI-GC-MS ermittelt. In den Vollblutproben derselben
Patienten, mit Ausnahme Patient Nr. 25 bzw. 31, wurden zusitzlich erhéhte D6-
Konzentrationen im Bereich von 0,13-0,16 ng D6/g Vollblut detektiert. In den iibrigen Fallen,
in denen intraoperativ defekte SBI diagnostiziert wurden, konnten die beiden zyklischen
Methylsiloxane D4 und D6 im Vollblut der Patienten nachgewiesen, jedoch nicht quantifiziert
werden (Pat. Nr. 11, 13, 30 und 25 bzw. 31). Das insbesondere in Hautpflege- und Kosmetik-
produkte als chemisches Additiv eingesetzte D5, dass Konzentrationen von bis zu 47-82 mg
D5/g Hautlotion und Deodorant beinhalten kann [48, 176], konnte nur in zwei Vollblutproben
quantifiziert werden. Hierbei wurden DS5-Konzentrationen zwischen 0,18-0,22 ng/g im
Vollblut von Patienten mit einem intakten bzw. einem defekten SBI analysiert (Pat. Nr. 22
und 29). In den iibrigen Vollblutproben der Frauen mit defekten und intakten SBI bzw. der
Kontrollperson konnte das Methylsiloxan D5 nicht nachgewiesen (n = 19) bzw. nicht
quantifiziert (n = 4) werden. Eine mogliche Kontamination wihrend der Probenentnahme
aufgrund von verwendeten Hautpflegeprodukten der Probennehmer kann somit
ausgeschlossen werden. Auch die Beeinflussung der Siloxan-Blutkonzentration durch
inhalative und/oder dermale Exposition basierend auf der Verwendung von Hautpflege-
produkte und Kosmetika, wobei Expositionsraten von bis zu mehreren mg D4 und DS pro Tag
theoretisch berechnet wurden [100, 176, 315, 363], konnen auf Basis dieser Ergebnisse
ausgeschlossen werden. Zudem ist in der Fachliteratur bis zum heutigen Zeitpunkt keine
signifikante Korrelation zwischen der Siloxan-Konzentration im Blutplasma bzw. im Vollblut
und der Verwendung solcher Produkte aufgezeigt worden [208, 364].

Die vorwiegende Prasenz des Cyclosiloxans D4 im Blut wurde auch in anderen Studien zur
Analyse zyklischer Methylsiloxanen im Vollblut bzw. Blutplasma beobachtet. Nach n-Hexan
Extraktion von Blutplasmaproben von Frauen ohne SBI haben HANSSEN et al. D4-
Konzentrationen zwischen 2,9-12,7 ng/mL Plasma mittels konventioneller GC-MS mit
split/splitloser-Injektion (n = 80 von insgesamt 94 Proben) ermittelt. Die zyklische Siloxane
D5 und D6 waren hingegen nur in wenigen Fillen mit maximalen Konzentrationen von
3,9 ng D5/mL bzw. 3,2 ng D6/mL Plasma (n < 17) quantifizierbar. In einer weiteren
Versuchsgruppe mit 19 Teilnehmern konnte diese Arbeitsgruppe D4 nur in wenigen Féllen

mit Konzentrationen zwischen 1,7 und 2,7 ng/mL Plasma (n < 4) quantifizieren, hingegen
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waren die beiden Siloxane D5 und D6 nicht nachweisbar (Nachweisgrenze zwischen 1,5-
1,6 ng D5-D6/mL Plasma) [208].

Die Abweichungen zwischen den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Siloxan-Gehalten
und den von HANSSEN et al. publizierten Ergebnissen konnten beispielsweise auf
abweichenden Lager- (-20 °C bzw. -78 °C [208]) und Extraktionsbedingungen (30 min. bei
Raumtemperatur [208]) basieren. Zyklische Siloxane in Plasma- und Bauchfettproben
exponierter Mitarbeiter einer Silikonfabrik und in der allgemeinen Bevolkerung wurden von
XU et al. untersucht. Hierbei wurde D4 als das in beiden Matrices dominierende Siloxan
identifiziert. Der geringe Siloxan-Gehalt im Plasma der Kontrollgruppe (n = 519) von 1-
7 ng D4-D6/mL Plasma sowie die geringe Anzahl der Fille, in denen D4-D6 detektiert
werden konnten (nur 2-4 %, Bestimmungsgrenzen 0,4-1,0 ng/mL Plasma), reflektiert die
geringe Siloxan-Belastung der allgemeinen Bevolkerung [216, 217].

Eine Korrelation zwischen den D4- und D6-Konzentrationen im Vollblut der Patienten und
den SBI-Herstellern u. a. Rofil (Pat. Nr. 11, 20, 26 und 30) und Polytech (Pat. Nr. 19 und 23)
wird anhand der Ergebnisse nicht beobachtet. Auch der intraoperative Befund von jeweils
zwei defekter Implantate, wie sie filir die Patienten Nr. 23, 25, und 31 vorlagen, hat augen-
scheinlich keinen Einfluss auf den ermittelten Siloxan-Gehalt im Vollblut. Mit einer Liegezeit
der defekten Implantate von 14 bzw. 18 Jahren konnten fiir die beiden Patienten Nr. 26 und
29 die hochsten D4-Konzentrationen im Vollblut nachgewiesen werden. Hingegen wurden fiir
Patient Nr. 25, dessen Implantat eine Liegezeit von 38 Jahren aufwies, kleinere D4-
Konzentrationen ermittelt. Eine Korrelation zwischen diesen Parametern ist bei den
vorliegenden Proben folglich nicht zu beobachten. Um eine mogliche Abhédngigkeit der
ermittelten D4- und D6-Gehalte im Vollblut von Patienten mit defekten SBI und den in den
Kapselgewebeproben vorliegenden D4- und D6-Gehalten der jeweiligen Patienten aufzu-
zeigen, wurden diese gegeneinander aufgetragen (s. Abbildung 32a). Eine Korrelation
zwischen dem Siloxan-Gehalt im Kapselgewebe auf der Brustseite des defekten SBI und der
D4- und D6-Konzentration im Vollblut des Patienten liegt nicht vor. Beispielsweise konnten
in den Vollblutproben des Patienten Nummer 23 und 26 D4- und D6-Konzentrationen von bis
zu 0,16 ng D6/ bzw. 0,55 ng D4/g Vollblut ermittelt werden. Die entsprechenden
Gewebekonzentrationen dieser beiden Analyten mit bis zu 762 ng D4/g und 2022 ng D6/g
Gewebe liegen im unteren bzw. mittleren Bereich der in den Gewebeproben ermittelten D4-

und D6-Konzentrationen.
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Abbildung 32: Auftragung der D4- und D6-Konzentrationen im Vollblut von Patienten mit defekten SBI in
[ng/g] gegen a) die ermittelten D4- und D6-Konzentrationen der entsprechenden Kapselgewebeproben in [ng/g],
b) Lagerdauer der Vollblutproben in den Monovetten [Monate]. Die angegebenen VB der D4- und D6-

Konzentrationen im Vollblut wurden mit P = 95 % und n = 3 berechnet.

Bei einer Lagerdauer der Blutproben in den Citrat-Monovetten von 14 Monaten wurde im
Vollblut der Patienten Nr. 10 und 13 D4-Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenzen
ermittelt. Hingegen konnten fiir die Vollblutproben, die zwischen vier und sechs Monaten bei
5 °C gelagert wurden, D4-Gehalte mittels LVI-GC-MS quantifiziert werden (s. Abbildung
32b). Dies konnte auf einen Verlust dieses Analyten beispielsweise aufgrund von
Adsorptionseffekten hindeuten. Fiir das zyklische Siloxan D6 hingegen wurde kein solcher
Trend beobachtet. Der Verlust von zyklischen Methylsiloxanen, insbesondere von D4, wurde
von WANG et al. untersucht. Dabei konnte diese Arbeitsgruppe ein D4-Verlust in Wasser- und
Sedimentproben von bis zu 53 % bei einer Lagertemperatur von 4 °C beobachten [252]. Da
jedoch bei gleicher Lagerdauer der Vollblutproben von sechs Monaten fiir den Patienten
Nr. 23 eine hohere D4-Konzentration als fiir den Patienten Nr. 25 ermittelt wurde, konnte
auch eine Beeinflussung der D4-Konzentration im Vollblut vorliegen. Insbesondere, da fiir
die beiden Vollblutproben, die nur ein bzw. zwei Monate gelagert wurden (Pat. Nr. 31 bzw.
30), kein D4 quantifiziert werden konnte. Die Siloxan-Konzentration im Vollblut von

Implantattrigern konnte durch unterschiedliche Faktoren, die das vorliegende SBI betreftfen,
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z. B. Formulierung des Gels, Schichtdicke der Hiille und Implantat-Grofe, aber auch durch im
menschlichen Organismus ablaufende Prozesse (z. B. Hydrolyse, Diffusion etc.) beeinflusst
werden. Da der Zeitpunkt zwischen der Ruptur des SBI und der Blutentnahme bei dem
Patienten unbekannt ist, konnte eine unterschiedliche Verteilung im Organismus vorliegen.
Hierbei konnte bei einer kleinen Zeitspanne zwischen den beiden Zeitpunkten eine geringe
Siloxan-Diffusionsrate in das umliegende Gewebe bzw. in das Blut-Kreislaufsystem
resultieren. Bei ldngeren Zeitspannen hingegen konnte es zu einer Umsetzung oder

Metabolisierung der Analyten kommen.

Eliminierungsprozesse der zyklischen Siloxane D4 und D5 nach inhalativer, oraler und
intravendser Exposition wurden anhand von verschiedenen Tierexperimenten untersucht. In
diesen Studien konnte gezeigt werden, dass bei einfacher und wiederholter Inhalation von
isotopenmarkiertem D4 nur maximal 10 % der verabreichten Dosis im Blutplasma wieder-
gefunden werden konnte [199]. Dabei wurde nur eine geringe Retention des D4 festgestellt,
da bereits nach einem Tag bei einfacher bzw. nach zwei Tagen bei mehrfacher Exposition
eine vollstandige Eliminierung dieser Substanz aus dem Blutkreislauf der Ratten beobachtet
werden konnte [177, 199]. Zusétzlich konnte auch eine Riickdiffusion aus dem im Fettgewebe
angereicherten D4 nach mehrfacher Exposition der Ratten ermittelt werden [198, 234]. Eine
Eliminierung aus dem tierischen Organismus nach inhalativer D4-Exposition konnte in diesen
Studien iiber die Atmung sowie nach Metabolisierung iiber die Exkremente (Urin und Kot)
verfolgt werden. Als Hauptabbauprodukte des D4 im Urin wurden von VARAPRATH et al.
Silandiol und Silantriol identifiziert [11]. Auch fiir das hohere Homologe D5 konnten diese
beiden Substanzen nach oraler bzw. intravendser Verabreichung bei Ratten im Urin [12],
sowie bei der mikrobiellen Zersetzung von D4 unter anaeroben Bedingungen analysiert
werden [230]. Eine schnelle Eliminierung des Siloxans D4 wurde auch nach einer
einstiindigen Exposition einer Probandengruppe iiber die Atemluft beobachtet. Hierbei
zeigten UTELL et al., dass die D4-Plasmakonzentration schnell wihrend der andauernden
Exposition ansteigt, jedoch bereits sechs Stunden nach Exposition auf ein Drittel der
maximalen Plasmakonzentration zuriickfallt. Auch bei dieser Studie konnte eine vollstindige
Eliminierung nach einem Tag aufgezeigt werden [214]. Hingegen wurde eine langsame
Entfernung aus dem Blutkreislauf nach Langzeitexposition iiber den Atemtrakt bzw. iiber die
Haut von Mitarbeitern einer Silikonfabrik, die eine bis 20-jdhrige Dienstzeit aufwiesen, von

100 Tagen beobachtet’® [216]. Inwieweit eine Ubertragung dieser Eliminierungsrate der
g

36 Bei einer Plasmakonzentration von 89-206 ng D4-D6/g Plasma bei andauernder Exposition.
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zyklischen Siloxane aus dem Blutkreislauf auf die Implantattriger erfolgen kann, ist unklar.
Im Vergleich zu den oben genannten Studien kommt es im Falle der Patienten mit defekten
SBI zu einer internen Exposition des Silikonmaterials aus dem Silikongel. Hierbei kann ein
kontinuierlicher Transport des Silikons, u. a. zyklische Siloxane, in das Kapselgewebe und
dariiber hinaus in das Lymph- und Blutsystem nicht nur auf Basis von Diffusion erfolgen,

sondern auch aktiv iiber den Transport von Makrophagen [19, 85, 117, 365].

5.4.2 Die GC-MS basierte Methode als prioperative Diagnostikmethode im

Vergleich zur herkommlichen klinischen Diagnostik
Zur Identifizierung von Implantatdefekten kommen in der klinischen Diagnostik verschiedene
bildgebende  Verfahren, wie Computertomographie, = Magnetresonanztomographie,
Mammographie und Mammasonographie zum Einsatz [91, 115]. Aufgrund der weiten
Verbreitung der SONO-Diagnostik, sowie im Hinblick auf deren Kosteneffizienz, wird
konstatiert, dass diese Variante der bildgebenden Diagnostik in Europa und in den
Vereinigten Staaten das primére Untersuchungsverfahren darstellt [22, 116, 120, 121]. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Implantat-Zustand der Patienten anhand der Ultraschallbilder
durch Fach- bzw. Oberirzte der Frauenklinik des Universitdtsklinikums Essen beurteilt.
Hierbei wurden die sogenannten Strickleiter-Zeichen, die durch die Reflektion des
Ultraschalls an der Oberfliche einer kollabierten SBI-Hiille mit Einfaltungen in den
Silikonkern resultieren, und Schneesturm-Muster, die typischerweise bei Vorlage von freiem
Silikon im umliegenden Gewebe zu beobachten sind [91], als indikativ fiir ein defektes SBI
festgelegt. Zusdtzlich kann auch die Form der Achsellymphknoten Aufschluss auf das
Vorliegen eines Implantatdefektes geben. In Abbildung 33 sind die Ultraschallbilder von zwei
Patienten, einmal mit einem als intakt und einmal mit einem als defekt diagnostizierten SBI,
dargestellt. Im Fall des intakten SBI liegt eine intakte SBI-Hiille mit deutlicher Abgrenzung
zur periprothetischen Faserkapsel (Kapselgewebe) und ein ovaler, anatomisch normal
geformter Achsellymphknoten mit einer echoarmen Abgrenzung zum umliegenden Gewebe
vor (s. Abbildung 33 a und c). Hingegen treten bei Patienten mit einem als defekt
diagnostizierten SBI neben den Strickleiter-Zeichen im Silikonkern keine eindeutige Ab-
trennung der Gewebekapsel von der Implantat-Hiille auf (s. Abbildung 33 b). Zusétzlich weist
der Achsellymphknoten eine starke VergroBerung, mit anatomisch abnormaler Grofle und

einer echoreichen Abgrenzung zum umliegenden Gewebe auf (s. Abbildung 33 d).



Ergebnisse und Diskussion 129

SBI-Gel
Gewebeseite Strickleiter-
Zeichen

= peciprothetische
Faserkapsel

Abbildung 33: Ultraschallbilder der Brust von Frauen mit SBI. Mit préoperativem SBI-Befund a) intakt, b)
defekt, c) intakt: normaler Achsellymphknoten, d) defekt: vergroBerter, abnormaler Achsellymphknoten. SBI-
Hiille (gestrichelte Linie), periprothetische Faserkapsel (gepunktete Linie). Die SONO-Aufnahmen wurden im
Universitéitsklinikum Essen durchgefiihrt und die Bilder von DR. P. RUSCH bearbeitet.

Ein Vergleich der SONO-Ergebnisse beziiglich des Implantat-Zustandes mit dem intra-
operativen SBI-Befund der 24 Implantattréiger, deren Vollblutproben im vorherigen Kapitel
mittels der entwickelten LVI-GC-MS-Methode analysiert wurden, ist graphisch in Abbildung
34 (graue Balken) dargestellt. Daran ist festzustellen, dass bei elf von insgesamt 24 Fillen
eine negative Ubereinstimmung zwischen den SONO-Diagnoseergebnissen und dem intra-
operativen Implantat-Befund vorliegt. Dies entspricht einer Fehlerquote von 46 %. Dabei
wurde ein intaktes SBI als defekt (s. linke Seite unten) und zehn von insgesamt elf defekten
SBI als intakt diagnostiziert (s. rechte Seite unten). Die Sensitivitit einer diagnostischen
Methode zur Identifizierung von defekten Implantaten wird im medizinischen Bereich durch
das Verhiltnis der defekten Implantate, die auch in der Vordiagnostik als solche erkannt
wurden, zur Gesamtanzahl der intraoperativ bestétigten, defekten Implantate wiedergegeben
[23]. Die Spezifitit hingegen beschreibt das Verhiltnis der als intakt diagnostizierten

Implantate zur Gesamtanzahl der intakten Implantate [23].
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Abbildung 34: Vergleich der klinischen Vordiagnostik (SONO, grau) und der entwickelten analytischen
Diagnostikmethode (D4 und D6, rot) mit dem intraoperativen SBI-Befund.

Fiir die SONO-Diagnostik der 24 Patienten (fiir diese Proben wurde das Vollblut analysiert)
resultieren demnach eine Sensitivitidt von 9 % (mit 1/11) und eine Spezifitit von 92 % (mit
12/13). In Bezug auf die 35 Patienten mit SBI, die insgesamt an dieser Studie teilgenommen
haben (ngsg; = 64), folgen mit 16 defekten und 48 intraoperativ bestitigten, intakten SBI eine
Sensitivitit von 25 % (mit 4/16) und eine Spezifitit von 96 % (mit 46/48) bei einer
Fehlerquote von 33 %. Diese hohe Quote an Fehldiagnosen der SONO werden zum einen den
eher unspezifischen Beurteilungskriterien zugeschrieben [21]. Insbesondere die Strickleiter-
Zeichen, die bisher als Indiz fiir einen Implantatdefekt angesehen wurden, werden in der
aktuellen Fachliteratur kritisch diskutiert. Nach Untersuchung von 303 SBI mittels SONO
diagnostizierten ROCHIRA et al. in 56 % der Fille Strickleiter-Zeichen, wohingegen nur drei
defekte Implantate vorlagen [22]. Basierend auf diesen Ergebnissen werden in den
Vereinigten Staaten Strickleiter-Zeichen nicht mehr als zuverldssiges Indiz fiir einen
Implantatdefekt angesehen [22]. Neben der Aussagekraft der SONO-Kriterien wird haufig
auch die beurteilende Person als Fehlerquelle angegeben [116, 120, 121]. Die relativ geringe
Sensitivitidt der SONO, beispielsweise gegeniiber dem MRT (Sensitivitit 72-94 %), das in der
medizinischen Fachliteratur hiufig als ,,Gold-Standard* bezeichnet wird [23], ist Bestandteil
einiger Studien [23, 107, 122, 123, 366]. Dabei wurden im Durchschnitt hhere SONO-
Sensitivitdten zwischen 30 und 77 % im Gegensatz zu den in dieser Studie berechneten
SONO-Sensitivitéten erreicht.

Basierend auf den LVI-GC-MS-Ergebnissen (M2 mit Verwendung der Optima PXLB-
Trennsdule), mit denen erhohte D4- und D6-Konzentrationen in den Dichlormethan-Vollblut-

Extrakten von Patienten mit defekten SBI und nicht mit intakten SBI detektiert wurden,
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konnten diese beiden Substanzen als Mehrkomponenten-Marker fungieren. Als signifikantes
Kriterium fiir diese analytische Diagnostikmethode zur Identifizierung defekter SBI muss D4
im Vollblut der Patienten mit Konzentrationen gréfler 0,18 ng D4/g Vollblut quantifiziert
werden. Um die Genauigkeit dieser analytischen Diagnostik zu erhdhen, sollte zusdtzlich D6
im Vollblut nachgewiesen werden (D6 > 0,03 ng /g, LOD). Indizien auf das Vorliegen eines
defekten Implantats sind des Weiteren ein nachgewiesener D4-Gehalt (D4 > 0,05 ng/g, LOD)
zusammen mit einem quantifizierbaren D6-Gehalt. Mit der Kombination von D4 und D6 und
unter Einhaltung dieser Grenzwerte wurden nur vier Fehldiagnosen bei den vorliegenden 24
Fillen erstellt’” (s. Abbildung 34, rote Balken). Dies entspricht einer Fehlerquote der
analytischen Diagnostikmethode von 17 % und somit um den Faktor 2 bzw. 3 geringer als die
klinische Diagnostik ist. Im Vergleich zu den SONO-Ergebnissen wurden insbesondere die
defekten SBI mehrheitlich erkannt (acht von insgesamt elf). Hieraus folgen fiir die analytische
Methode die gleiche diagnostische Spezifitdt von 92 % und eine Sensitivitdt bezliglich der
Erkennung von Implantatdefekten von 73 %. Diese ersten Ergebnisse zur Identifizierung
defekter SBI auf Grundlage einer analytischen und nicht auf Grundlage einer bildgebenden
klinischen Diagnostikmethode verdeutlichen, dass die resultierende Sensitivitit der
analytischen Diagnostik zwischen der am héufigsten zum Einsatz kommenden SONO (25-
77 %) und dem kostenintensiven Gold-Standard, dem MRT (72-94% [122]), liegt.

Da nur eine kleine Anzahl an Vollblutproben von Implantattrigern mittels LVI-GC-MS
untersucht wurde, ist keine statistische Auswertung mdglich. Eine statistische Absicherung
dieser Ergebnisse sollte durch die Analyse von weiteren Vollblutproben von Implantattragern

mit defekten und intakten SBI erfolgen.

*7 Blindmessungen bei Pat. Nr. 30-34: Zum Zeitpunkt der LVI-GC-MS-Analyse war der intraoperative
SBI-Befund unbekannt.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine analytische Methode als ein alternatives
diagnostisches Verfahren zur Identifizierung defekter Silikonbrustimplantate (SBI) anhand
einer einfachen Blutanalyse betroffener Patienten entwickelt. Zur Entwicklung dieser
Diagnostikmethode wurden Vollblut- und Kapselgewebeproben von insgesamt 40 Frauen mit
SBI bzw. Bilumen- und Hydrogel-Implantaten unterschiedlicher Hersteller verwendet. Die
Humanproben wurden in der Frauenklinik des Universitdtsklinikums in Essen (Kooperations-
partner DR. P. RUSCH) vom behandelnden Arzt unmittelbar vor bzw. wihrend der
Explantation der SBI entnommen, in deren Rahmen gleichzeitig der tatsdchliche Befund des
jeweiligen SBI verifiziert wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Identifizierung signifikanter Marker-Substanzen im
ersten Teil zwei unterschiedliche screening-Verfahren unter Einsatz der komprehensiven
zweidimensionalen Gaschromatographie gekoppelt an ein Quadrupol-Massenspektrometer
(GCxGC-MS, Firma Shimadzu) angewendet (vgl. Kap. 5.1). Durch Analyse des Dichlor-
methan-Extraktes des Silikongels von zehn Ex- bzw. drei Implantaten verschiedener SBI-
Hersteller wurde eine Liste mit chemischen, extrahierbaren Additiven erstellt und auf Wieder-
findung in den Gewebe- und Blutproben der Patienten {liberpriift (suspected-target-Analytik).
Hierbei konnten liber den Abgleich mit zwei Standardreferenz MS-Datenbanken (NIST und
Wiley) neben zyklischen und linearen Methylsiloxanen auch phenylsubstituierte Siloxane in
den Gewebeproben von Frauen mit defekten SBI wiedergefunden werden. Durch Abgleich
mit analytischen Standards konnten die zyklischen fliichtigen Methylsiloxane (engl. cyclic
volatile methylsiloxanes, cVMS) Octamethylcyclotetra (D4)-, Decamethylcyclopenta (D5)-
und Dodecamethylcyclohexasiloxan (D6) eindeutig identifiziert werden. Da ¢cVMS u. a. in
Silikon-Septa, die zur Abdichtung des GC-Injektors eingesetzt werden, mit zunehmender
Alterung generiert werden und folglich auch im procedural Blank auftraten, wurde an dieser
Stelle als entscheidendes Kriterium das zweifache Signal (TIC-Intensitdt in der Probe) zu
Rausch (TIC-Intensitdt im Blank)-Verhiltnis gewéhlt. Mit dieser Einschrinkung wurden die
beiden Siloxane D4 und D6 in zwei bzw. sieben von insgesamt zehn Dichlormethan-
Extrakten des Vollblutes von Implantattragern mit defekten SBI, nicht jedoch im Vollblut der
Frauen mit intakten SBI (n = 12) und der Kontrollperson identifiziert. AuBerdem wurde in
drei Dichlormethan-Extrakten des Vollblutes von Frauen mit defekten SBI das nach Abgleich
mit den MS-Datenbanken mutmallich identifizierte Tetradecamethylcycloheptasiloxan (D7)
analysiert (vgl. Kap. 5.1.2).
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Da bei der non-target-Analytik keine signifikanten Substanzen, die nur im Vollblut der
Patienten mit defekten SBI vorliegen, identifiziert werden konnten, lag im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit der Fokus auf der Methodenentwicklung zur sensitiven GC-MS-Analyse
von ¢cVMS in Humanproben (vgl. Kap. 5.2). Neben der Verwendung einer low-bleeding-
Kapillarsdule (Firma Macherey-Nagel) wurde eine Sensitivitdtssteigerung der GC-MS-
Methode durch den Einsatz eines Stahlkastens, der den Injektoreinlass umgibt (septumfreier
Aufgabekopf der Firma Gerstel) und vor jeder Messung mit Argon gespiilt wurde, erreicht
(vgl. Kap. 5.2.1). Hierdurch konnten die Signalfluktuationen im instrumental Blank fiir die in
der Innenraumluft omniprisenten Siloxane D3-D5 von zuvor bis zu 50 % auf eine RSD
kleiner 10 % iiber den Messtag verteilt minimiert werden. Somit konnten bei splitloser-
Injektion (Injektionsvolumen 1 pL, Methode M1) Nachweisgrenzen (engl. limit of detection,
LOD) von 0,7-0,9 ng D3-D6/L Dichlormethan erzielt werden. Neben der GC-MS-Methode
M1 wurde zusitzliche eine Methode auf Basis der /arge volume-Injektionstechnik (LVI,
Methode M2) mit LOD von 40-80 ng D4-D6/L Dichlormethan entwickelt (vgl. Kap. 5.2.2).
Bei durchgéngiger Kiihlung nach Homogenisierung und Extraktion mit Dichlormethan bzw.
bei einfacher fliissig-fliissig-Extraktion wurden vergleichbare Wiederfindungsraten im
Gewebe und im Vollblut zwischen 81 und 99 % ermittelt. Bezogen auf die beiden Proben-
matrices wurden LOD von 6-15 ng D3-D6/g Gewebe (M1) und 0,03-0,05 ng D4-D6/g
Vollblut (M2) und Bestimmungsgrenzen (engl. limit of quantitation, LOQ) von 16-30 ng D3-
D6/g Gewebe (M1) und 0,1-0,18 ng D4-D6/g Vollblut (M2) bestimmt. Zusitzlich zur
klassischen ElektronenstoBionisation wurde eine neuartige GC-Orbitrap-MS-Kopplung mit
einer Atmosphirendruck-Photoionisation (APPI, Firma iGenTraX UG) fiir die Analyse
zyklischer Siloxane getestet (vgl. Kap. 5.3.2). Bei lonisierungsenergien von 10 eV bzw.
10,6 eV konnten jedoch mit dieser Methode nur D5 und D6 mit einem kleinen linearen
Bereich und zehnfach hohere LOD - im Vergleich zu M1 - von 22-35 pug D5-D6/L Dichlor-
methan analysiert werden.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die Humanproben der Implantattriger mit
intakten, bleeding und defekten SBI unter Anwendung der GC-MS-Methoden M1 und M2
analysiert (vgl. Kap. 5.3 und Kap. 5.4). Hierdurch wurden im Dichlormethan-Extrakt der
Kapselgewebeproben vornehmlich das groBte Siloxan-Homologe D6 detektiert, was auf eine
hohere Persistenz dieser Verbindung gegeniiber D3-D5 hindeutet. In der Gruppe der Rofil-
SBI wurde zusétzlich eine Zunahme des D6-Gehaltes im Kapselgewebe bei Vorlage von
intakten (Median: 354 n D6/g, n = 7) bzw. bleeding-SBI (Median: 405 ng D6/g, n = 17) hin
zu defekten Rofil-SBI (Median: 1368 ng D6/g, n = 3) beobachtet. Zudem konnten bei Vorlage
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von bleeding und defekten SBI auch die kleineren Homologen D3-D5 detektiert werden. Im
Kapselgewebe von Frauen mit SBI unbekannter oder anderer Hersteller wurden vergleichbare
Tendenzen beobachtet. Grundsétzlich konnte zusitzlich eine positive Korrelation zwischen
der D5- und D6-Konzentration im Kapselgewebe von Frauen mit intakten und bleeding Rofil-
SBI bzw. SBI unbekannter Hersteller und der Liegezeit der Implantate aufgezeigt werden.
Insbesondere fiir eine Implantationszeit von mehr als zehn Jahren war ein D5- und D6-
Konzentrationsanstieg im Gewebe zu beobachten. Der Anstieg des Siloxan-Gehaltes in der
Waschlosung bei zunehmender Extraktionsdauer in Verbindung mit einer durch Dichlor-
methan hervorgerufenen Apoptose der Gewebezellen verweist zudem auf das vermehrte
Vorliegen der cVMS in der extrazelluldren Gewebematrix und nicht intrazellular (vgl. Kap.
5.3.3). Dies konnte von toxikologischem Interesse sein, zumal bis zum heutigen Zeitpunkt in
der medizinischen Fachliteratur eine mogliche Korrelation zwischen auftretenden
Komplikationen und dem Gel-Bluten nicht eindeutig widerlegt werden konnte.

Die Analyse der Vollblutproben der Implantattriger erfolgte mittels LVI-GC-MS. Im
Gegensatz zu den Vollblutproben der Kontrollperson und der Patienten mit intakten SBI
(n = 13), bei denen iiberwiegend Siloxan-Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenzen
bzw. iiberhaupt nicht nachgewiesen werden konnten, wurden in den Vollblutproben der
Patienten mit defekten SBI unterschiedlicher Hersteller (n = 11) Siloxan-Konzentrationen bis
zu 0,57 ng D4/g Vollblut und 0,16 ng D6/g Vollblut detektiert. Eine Korrelation zwischen den
D4- und D6-Vollblutkonzentrationen mit den Siloxan-Gehalten in den Kapselgewebeproben
derselben Patienten wurde nicht beobachtet. Auch das in vielen Korperpflegeprodukten
dominierende Siloxan D5 konnte nur in zwei Vollblutproben quantifiziert werden, was den
Riickschluss erlaubt, dass keine allgemeine Beeinflussung der Hintergrundkonzentration
durch solche Produkte vorliegt. Die Identifizierung defekter SBI durch Blutanalyse der
betreffenden Patienten mittels LVI-GC-MS kann anhand eines D4/D6-Multikomponenten-
Markers erfolgen. Signifikantes Kritertum hierbei ist die Quantifizierung der beiden Siloxane
D4 und D6 im Vollblut (LOQ: 0,1 ng D6/g und 0,18 ng D4/g). Ist hingegen nur ein Siloxan
quantifizierbar und das Zweite nachweisbar, ist dies lediglich ein Indiz fiir ein defektes SBI.
Nach Vergleich mit dem intraoperativen Implantatbefund lésst sich festhalten, dass es bei den
mittels LVI-GC-MS analysierten 24 Fillen mit diesem Multikomponenten-Marker und unter
Einhaltung der angegebenen Grenzwerte nur vier Fehldiagnosen gab (vgl. Kap. 5.4.2). Dies
entspricht einer Fehlerquote der entwickelten analytischen Diagnostikmethode von 17 % und

ist damit um den Faktor 3 préziser als die Mammasonographie (Fehlquote 46 %).
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Da nur eine kleine Anzahl an Vollblutproben von Implantattrigern analysiert wurde, war im
Rahmen der vorliegenden Arbeit keine statistische Absicherung der Ergebnisse mdglich. Dies
sollte zukiinftig durch Analysen weiterer Vollblutproben von Implantattragern mit defekten
und intakten SBI erfolgen. Im Hinblick auf die Durchfiihrbarkeit der Analyse einer gro3en
Probenanzahl wiirden sich eine Automatisierung der Probenvorbereitung durch die
Konfiguration des Autosamplers sowie die Einbindung des Argon-Hauses (Schaltung der
Argon-Zufuhr und Offnen der Kastenklappe) in diesen Ablauf anbieten. Dies wiirde nicht nur
eine Kostenersparnis bieten, da weniger Personal benétigt wird, sondern zusitzlich konnten
hierdurch die Vergleichs- und Laborprizision der Analyse erhoht und die Kontaminations-
gefahr wihrend der Priparation minimiert werden. Zusétzlich stellt sich die zukiinftig durch
weitere Forschungen zu beantwortende Frage, inwieweit die beiden Siloxane D4 und D6 im
Vollblut nachweisbar sind, wenn das Implantat z. B. bereits einen sehr langen Zeitraum defekt
ist oder es zeitnah zur Blutentnahme zu einem Implantatdefekt gekommen ist. Beide Fragen
sind in vivo analytisch schwer zu erfassen, da der Zeitpunkt der Implantatruptur, ausgenom-
men es gab eine extreme externe Krafteinwirkung, in der Regel unbekannt ist.

Zur weiteren Optimierung der diagnostischen Sicherheit sollte in zukiinftigen Analysen
aufgrund der hier generierten GCxGC-MS-Ergebnisse, bei denen in einigen Blutproben von
Implantattrigern mit defekten SBI auch das Cycloheptasiloxan mit einem erhéhten Signal-
Rausch-Verhiltnis detektiert wurde, das Cycloheptasiloxan als zusdtzlicher Marker
aufgenommen werden. Auch die Analyse der Vollblutproben auf mdgliche Siloxan-
Metabolite (Silanole) mittels LC-MS wire eine zusitzliche Option, um eine groflere
diagnostische Sicherheit zu gewihrleisten. Da Silanole nach erfolgter Exposition die groBten
Konzentrationen im Urin aufweisen, wire auch die Untersuchung dieser Matrix vom

diagnostischen Interesse.
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8 Anhang

Erginzungen zu Kap. 5.1:
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Abbildung 35: Vergleich der EI-Massenspektren (m/z-Bereich: 40-600) der mutmaBlichen phenylsubstituierten

Silane. a) Spot-Nr. 25 (1,2-Diphenyltetramethyldisilan; Pentamethyl-Phenyl-Disilan 75 %), b) Spot-Nr. 27

(Pentamethyl-Phenyl-Disilane 73 %), c) Spot-Nr. 28 (Pentamethyl-Phenyl-Disilane 73 %).

Abbildung 36: GCxGC-MS-Analyse nach BSTFA-Derivatisierung eines Acetonitril-Extraktes einer mit einem

Silanol-Gemisch aufgestockten Blutserumprobe, Plasmakonzentration 375 ug Silanole/L (Ausschnitt aus dem

Konturplot, Farbskala von ca. 1,0 bis 9,5 x 10° Counts).
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Erginzungen zu Kap. 5.2:

a) b)
2] 2]
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GL (200 °C): R2= 10,9972 (RSD 25-34 %) GL (200 °C): R2=10,9973 (RSD 27-35 %)
GL (300 °C): R2=0,9751 (RSD 24-31 %) GL (300 °C): R2= 10,9900 (RSD 26-36 %)

Abbildung 37: Auftragung der D3 (a)- und D5 (b)-Siloxan-Signalflichen gegen die Konzentration in [pg/L]

nach GC-MS-Analyse (M1) bei Variation der Injektortemperatur.

Tabelle 18: Nach DIN 32645 ermittelte Bestimmungsgrenzen fiir D3-D6 in [pg/L] Dichlormethan. Mit VB bei
(a=p=0,05; n=2; m=6) in Abhédngigkeit der Injektortemperatur (200 °C, 300 °C).

D3 [pg/L] D4 [pg/L] D5 [pg/L] D6 [pg/L]

GL (200 °C) 10,9+33 19,7+ 5,1 12,9+4,0 185+1,5
GL (300 °C) 9,8+28 12,8 +3,5 20,9+ 6,5 4,6 £1,8
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Abbildung 38: Darstellung der Signalfluktuation der zyklischen Siloxane D3-D6 bei einer Standardabweichung

des internen Standards (M4Q) von < 5% im instrumental blank. a) an einem Tag, b) an einem Tag bei

Verwendung des Argon-Hauses.
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Abbildung 39: Verschiedene Modifizierungen von stationdren Phasen a) Di(dimethylsiloxy)phenylene-PDMS,

b) Cyanopropylphenylsiloxan-PDMS, c) Diphenyl-polysilphenylene-Siloxan, d) Ionische Fliissigkeit (1,12-

(tripropylphosphonium) dodecane-bis(trifluoromethylsulfonyl)imide) [Angabe nach Séulen-Hersteller vgl. Kap.

4.7.1.1].
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Tabelle 19: Nach DIN 32645 ermittelte Nachweis (LOD)- und Bestimmungsgrenzen (LOQ) fiir D3-D6 in
[ng/L] Dichlormethan. Mit VB bei (a = B = 0,05; n = 2; m = 8) fiir verschiedene Trennsdulen
M1).

D3 D4 D5 D6
Rxi 58il MS (0,25um) LOD [pg/L] 1,6+0,2 1,8£02  25+03  09+0,1
LOQ [ng/L] 49+0,3 5,5+0,4 56+04  2,5+0,1

Tailing-Faktor (RSD [%]) 1,2 (10) 1,0 (2) 0,9 (1) 2,0 (8)
Rxi 58il MS (0,10pm) LOD [pg/L] 24+03  22+0,2 1,703  0,6+0,1
LOQ [ng/l] 6,0+0,4 6,0 = 0,5 44403 1,9+0,1

Tailing-Faktor (RSD [%]) 1,0 (3) 1,2 (11) 1,1 (19) 2,2 (7)
Optima PXLB LOD [pug/L] 0,8+0,1 0,9+0,1 0,9 +0,1 0,7+0,1
LOQ [ng/L] 2,6+0,2 2,9+0,2 3,0+0,2 1,9+0,1

Tailing-Faktor (RSD [%]) 2,0 (5) 1,1 (1) 1,2(3) 1,3(3)
Rtx 1701 LOD [pg/l] 1,9+0,3 07+02  0,6+02  05+0,1
LOQ [ng/l] 5,.8+04 24403 24+03 1,6 0,2

Tailing-Faktor (RSD [%]) 1,1 (10) 1,5 (5) 2,1 (10) 1,1 (4)
SLB-IL60 LOD [pg/L] X 0,5+ 0,1 1,540,1  05+0,1
LOQ [pg/L] X 1,6 £0,1 4,8+0,4 1,6 £0,2

X 1,5 (14) 1,5 (20) 1,1 (5)

Tabelle 20: Resultierende S/N-Verhéltnisse der zyklischen Methylsiloxane bei einer Konzentration von 3 pg/L
nach erfolgter LVI-GC-MS-Analyse unter Variation der Injektionsgeschwindigkeit und der Inlettemperatur.

Inlet- vent Injektions- purge | D3 D4 D5 D6
temperatur  flow  geschwindig flow nach
[°C] [mL/min] -keit[uL/s] Xmin. |S/N SD |S/N SD |S/N SD |S/N SD
-6 470 2,57 0,95 32 1 (8 3 (8 3 |68 5
600 3,27 0,85 39 5 |55 7 (49 4 |37 2
750 4,09 0,75 60 5 |50 3 ]62 5 |34 3
2 330 2,59 1,1 30 2 (113 9 | 6 0 |63 2
410 3,22 0,85 42 2 (147 6 | 4 0 |58 1
500 3,93 0,8 51 3 |150 6 | 7 0 |61 1
10 250 2,77 0,95 6 2 (32 3|6 1 |48 7
330 3,65 0,8 23 4 |72 14 |105 23 |65 14
410 4,54 0,7 34 1 194 6 |55 3 |55 2

Feste Parameter: Injektionsvolumen: 100 pL; solvent vent-Modus mit 0 bar bis 0,3 min;
purge flow 30 mL/min; SD: Standardabweichung des S/N-Verhéltnisses
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Abbildung 40: Abhingigkeit von der Injektortemperatur und der Injektionsgeschwindigkeit des ermittelten S/N-
Verhéltnisses eines a) 3 ug D3/L und b) 3 pg D5/L Dichlormethan-Standards nach LVI-GC-MS-Analyse.
Geschwindigkeiten von 2,59-2,77 uL/s (langsam), 3,22-3,65 pL/s (mittel) und 3,93-4,54 pL/s (schnell).

Tabelle 21: D3-D6-Wiederfindungsraten im aufgestockten Vollblut in Abhéngigkeit von den Lager- und
Extraktionsbedingungen. Mit A: Kiihlschrank, B: Kiihlakku, C: crushed ice, D: Tiefkiihlschrank und
Extraktionsmittel-Vollblut-Verhéltnis: 0,4 w/w (1), 0,9 w/w (2).

Temperatur Lagerzeit- Endkon- Wiederfindungsraten [%]*
raum zentration
Variante [°C] [h] [ng/g] D3 D4 D5 D6
Al-14h 5 14 83 30 (10) 80 (15) 95(25) 97 (9)
B1-14h <5 14 83 80 (8) 82(17) 86(25) 107 (17)
D1-14h -20 14 83 86 (16) 76(12) 70 (5) 88 (8)
A2-14h 5 14 53 34(1) 85(15) 101(25) 99 (9)
C2-14h <5 14 53 80(7) 82(6) 86(9) 98 (5)
D2-14h -20 14 53 62 (10) 77 (10) 77 (5) 104 (11)
Al1-62h 5 62 83 16 (4) 22(5) 18(5) 20(7)
C2-62h <5 62 53 79(7) 57(7) 69(9) 93 (9)

Wiederfindungsrate des internen Standards im Vergleich zu einer am Messtag hergestellten
54 ng M4Q/L-Standardlosung: 95 % (RSD 5 %)
* Die angegebenen VB der Wiederfindungsraten [%] wurden mit P = 95 %, n = 3 berechnet.

Tabelle 22: D3-D6-Wiederfindungsraten in der aufgestockten Vergleichsmatrix bei einer Endkonzentration von
250 ng/g in Abhingigkeit von der Probenvorbereitung. Mit A: ohne Zugabe und B: mit Zugabe von Wasser vor

dem Homogenisieren. Die angegebenen VB der Wiederfindungsraten [%] wurden mit P =95 %, n = 3 berechnet.

Variante D3 D4 D5 D6
Extraktion 53 (5) 62 (7) 66 (9) 84 (11)
Homogenisieren A 61 (25) 65 (18) 70 (23) 86 (10)

Homogenisieren B 85 (5) 94 (4) 90 (6) 99 (5)
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Ergianzungen zu Kap. 5.3:

Tabelle 23: D3-D6-Gehalte [ng/g] in Kapselgewebeproben von Patienten mit SBI des Herstellers Rofil nach
Quantifizierung mittels GC-MS (M1). Mit VB bei P =95 % und n = 3.

Pat. Nr./Seite Liegezeit [Jahre] D3 VB D4 VB D5 VB D6 VB
intakte SBI
2r 4 n. n. n. n. 282 30 301 54
31 5 n. n. n. n. n. n. 299 16
51 8 n. n. n. n. n. n. 429 63
5r 8 n. n. n. n. n. n. 406 56
111 8 n. n. n. n. n. n. LOQ
22 1 10 196 122 350 122 778 270 1153 148
22 r 10 n. n. n. n. nn 33 149 3
Median (D6) 354 Q0.25 300 Q0.75 423 IQR 124
bleeding SBI
lr 9 n. n. n. n. n. n. 382 78
16 1 12 n. n. 33 04 615 61 1854 13
16 r 12 n. n. n. n. 434 32 1115 71
18 1 10 n. n. n. n. n. n. 404,8 53
18 r 10 n. n. 38 39 260 15 1277 98
21 4 n. n. n. n. n. n. 21 19
20 1 14 n. n. n. n. n. n. 1095 7
26 r 14 n. n. 291 53 509 96 986 100
27 1 15 107 34 141 19 258 42 35 5
27 r 15 n. n. n. n. LOQ 31 9
3r 5 n. n. n. n. n. n. 649 106
41 10 n. n. n. n. 37 5 98 18
4r 10 n. n. 14,1 2 564 9 137 7
6 1 6 n. n. n. n. n. n. 365 5
61 6 n. n. n. n. n. n. 100 13
8 1 11 n. n. n. n. 774 24 2004 179
8 r 11 n. n. n. n. 747 63 1694 112
Median (D6) 405 QO0.25 137 Q0.75 1115 IQR 978
Median (D5) 434 258 615 357
defekte SBI
11 r 8 373 129 238 57 668 49 1051 &9
20 r 14 n. n. 599 210 954 44 1368 113
26 1 14 477 132 762 108 1010 172 2022 159
Median (D6) 1368 Q0.25 1209,5 Q0.75 1695 IQR 485,5
Median (D5) 954 811 982 171
Median (D4) 599 418,5 680,5 262
Median (D3) 425 399 451 52

_1/_l: rechte/linke Brustseite
N. n.: nicht nachgewiesen mit LOD: D3 15 + 1 ng/g; D4 9 + 1 ng/g; D5 14 £ 1 ng/g;
LOQ: nachgewiesen, maximaler Wert ist LOQ mit D5 29 + 2 ng/g; D6 16 + 1 ng/g;
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Tabelle 24: D3-D6-Gehalte [ng/g] in Kapselgewebeproben von Patienten mit SBI unbekannter Herstellers nach
Quantifizierung mittels GC-MS (M1). Mit VB bei P =95 % und n = 3.

Pat. Nr./  Liegezeit
Seite [Jahre] D3 VB D4 VB D5 VB D6 VB
intakte
71 7 n. n. n. n. 583 20 3816 46
7 r 7 n. n. n. n. 103 4 420 14
91 3 n. n. n. n. n. n. n. n.
13 1 25 252 35 189 57 3707 394 5692 1399
151 16 n. n. n. n. 114 9 250 20
15 r 16 n. n. n. n. n. n. 184 13
21 1 4 n. n. n. n. n. n. 20 1
24 1 17 n. n. 790 73 31157 11385 81554 27660
24 r 17 n. n. n. n. 2351 773 2608 996
28 1 2 n. n. n. n. 115 15 423 14
28 r 2 n. n. 77 18 63 13 92 14
29 r 18 n. n. 10493 1189 17415 1454 9640 482
Median (D6) 335 Q0.25 201 QO0.75 2967 IQR 2767
Median (D5) 349 111 1364 1253
bleeding
9r 3 n. n. n. n. n. n. n. n.
10 1 24 110 30 129 19 326 33 261 16
12 r 17 n. n. 146 46 2420 46 4097 597
12 1 17 n. n. 130 1578 152 2766 232
13 r 25 n. n. n. n. 861 76 1508 133
17 1 24 9712 3997 33313 4982 45038 7400 16976 3020
Median (D6) 6414 QO0.25 573 Q0.75 3764 1IQR 3192
Median (D5) 17985 460 2210 1750
defekte
10 r 24 1362 340 3105 176 8420 478 4845 356
13 r 25 632 60 440 150 3138 376 11075 679
19 1 1 n. n. n. n. n. n. n. n.
23 r  unbekannt n.n. 43 11 170 6 438 35
23 1  unbekannt n.n. 127 7 457 3 1816 3
351 32 541 104 116887 4449 31141 2374 9331 533
35r 32 n. n. 255412 4165 58299 13223 15840 1077
25 1 38 n. n. 1720 152 5140 68 3499 67
25 r 38 271 39 788 73 2175 20 1373 12
29 1 18 n. n. 2848 208 3438 302 1876 181
Median (D6) 4845 QO0.25 2423 QO0.75 7960 IQR 5538
Median (D5) 3138 1569 5779 4210
Median (D4) 440 220 1773 1553

_1/_l: rechte/linke Brustseite
N. n.: nicht nachgewiesen mit LOD: D3 15 £ 1 ng/g; D4 9 + 1 ng/g; D5 14 £ 1 ng/g;
D6 6 + 1 ng/g
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Abbildung 41: Kastengrafik der ermittelten D4-D6-Konzentrationen in [ng/g] in den Kapselgewebeproben von

Frauen mit intakten, bleeding und defekten SBI unbekannter oder anderer Hersteller. Mit Mittelwerte (¢) und

maximaler Konzentration (0), Median und Interquartilsabstand bei 25-75 %.

Tabelle 25: D3-D6-Gehalte [ng/g] in Kapselgewebeproben von Patienten mit Bilumen-, Hydrogel- und

Bilumen-Hydrogel-Implantaten nach Quantifizierung mittels GC-MS (M1). Mit VB bei P =95 % und n = 3.

Pat. Nr./Seite Liegezeit[Jahre] D3 VB D4 VB D5 VB D6 VB
intakt
37 r 15 n. n. n. n. n.n 71 16
38 r 18 n. n. n. n. 501 35 889 82
38 1 18 n. n. n. n. 196 10 302 45
bleeding
39 1 20 n. n. n. n. 136 16 445 27
40 r 4 n. n. n. n n. n n. n.
40 1 4 n.n. n.n n.n n. n.
defekt
36 r 13 n. n. 38 1
37 1 15 n.n. n. n. 73 2

_1/_l: rechte/linke Brustseite
N. n.: nicht nachgewiesen mit LOD: D3 15 £+ 1 ng/g; D4 9 + 1 ng/g; D5 14 £ 1 ng/g;
D6 6 £ 1 ng/g
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Abbildung 42: Nach GC-MS-Analyse erhaltene D5-Massenspektren bei einer Temperatur der lonenquelle von
230 °C a) EI-Quadrupol-MS (m/z-Bereich 40-500), b) APPI-Orbitrap-MS (m/z-Bereich 50-500). Nach

Subtraktion des Hintergrundes.
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Tabelle 26: D5- und D6-Gehalte [ng/g] in Kapselgewebeproben von Implantattrigern nach Quantifizierung
mittels GC-APPI-MS und GC-EI-MS (M1). Mit VB bei P =95 % und n = 3.

GC-APPI-MS GC-EI-MS

Pat. Nr./Seite D5 [ng/g] VBI[ng/g] VB[%] | D5[ng/g] VB|[ng/g] VB [%]
26 1 1205 644 53 1010 172 17
26 r 244 13 6 509 96 19
28 1 85 20 24 115 13 11
28 r 50 25 50 63 13 21
29 1 2849 581 20 3438 302 9
29 r 15111 2816 19 17415 1454 8

D6 [ng/g] VB|[ng/gl] VB[%] | D6[ng/g] VB [ng/g] VB [%]
26 1 2341 795 34 2022 159 8
26 r 1020 171 17 986 100 10
28 1 400 40 10 423 3 1
28 r 200 46 23 119 15 13
29 1 2807 149 5 2018 335 17
29 r 10091 1029 10 9640 482 5
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Tabelle 27: D3-D6-Gehalte [ng/g] in der Waschldsung und in den vorbehandelten und den unbehandelten
Kapselgewebeproben der Implantattriger nach Quantifizierung mittels GC-EI-MS (M1). Unter Angabe der

Dauer des Waschvorganges [min]. Die angegebenen VB der Konzentrationen wurden bei P = 95 % und n = 3

berechnet.
Dauer [min] D3 VB D4 VB D5 VB D6 VB

0,5 Waschlésung n. n. n. n. n. n. n. n.
Gewebe
(vorbehandelt) n. n. n. n. n. n. LOQ
Gewebe (direkt) n. n. n. n. n. n. LOQ
Waschlésung .n n. n n. n. 93 8
Gewebe
(vorbehandelt) 9% 24 214 30 881 39 1201 106
Gewebe (direkt) 196 49 350 49 778 150 1153 148

1,0 Waschlosung n. n. 19 3 67 1 208 6
Gewebe
(vorbehandelt) n. n. n. n. 307 41 1029 28
Gewebe (direkt) n. n. 127 7 457 3 1816 3
Waschldsung n. n. 13 1 27 1 110
Gewebe
(vorbehandelt) n. n. n. n. 44 6 324 16
Gewebe (direkt) n. n. 43 11 170 6 438 35

2,0 Waschlésung 9% 10 288 16 784 32 453 7
Gewebe
(vorbehandelt) 146 15 476 38 1341 18 821 13
Gewebe (direkt) 256 32 732 65 2080 25 1435 17
Waschlosung 173 15 563 48 431 85 784 52
Gewebe
(vorbehandelt) 247 27 2154 173 3146 254 1476 91

Gewebe (direkt) 513 43 2741 241 3851 397 1740 157
N. n.: nicht nachgewiesen mit LOD: D3 15 + 1 ng/g; D4 9 + 1 ng/g; D5 14 + 1 ng/g;
D6 6 £ 1 ng/g
LOQ: nachgewiesen, maximaler Wert ist LOQ mit D6 16 + 1 ng/g;
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Ergianzungen zu Kap. 5.4:

Tabelle 28: D4-D6-Gehalte in Vollblut von Frauen mit SBI in [ng/g] (M1).

Liegezeit operativer
Pat. Nr. [Jahre] Hersteller Befund Siloxan-Konzentration im Vollblut [ng/g]
1-3,5,6,
8,16, 18 4-12 Rofil intakt  D3-D6: n. n.
4 10 Rofil intakt ~ D3-D5: n. n.; D6: LOQ
11 8 Rofil defekt D3-D5:n.n.; D6: LOQ
7,9, 12,

14, 15,17 3-24  unbekannt intakt D3-D6:n. n.
10, 13 24-25 unbekannt defekt D3-D6:n.n.
N. n.: nicht nachgewiesen mit LOD: D3 4,1 + 0,6 ng/g; D4 4,3 £ 0,3 ng/g; D5 7,1 £ 0,6 ng/g;
D6 3,1 +0,3 ng/g
LOQ: nachgewiesen, maximaler Wert ist LOQ mit D6 8,0 + 0,3 ng/g

Tabelle 29: D4-D6-Gehalte in Vollblut von Frauen mit SBI in [ng/g] (M2, Verwendung Rxi 5Sil-MS-

Trennsdule).
Liegezeit operativer
Pat. Nr. [Jahre]  Hersteller Befund D3-D6-Konzentration im Vollblut [ng/g]
19 1 Polytech defekt D3, D5: n. n.; D6, D4: LOQ
20; 23 14; 10 Rofil  defekt; intakt D3-D6: n. n.
21 4 Allergan intakt D3-D6: n. n.

23 unbekannt Polytech defekt D3-D6: n. n.
N. n.: nicht nachgewiesen; LOD: 0,12 + 0,02 ng D4/g; 0,13 + 0,03 ng D5/g;
0,04 £0,01 ng D6/g
LOQ: nachgewiesen, maximaler Wert ist LOQ mit D5 0,41 & 0,04 ng/g; D6 0,14 + 0,01 ng/g
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Tabelle 30: D4-D6-Gehalte in Vollblut von Frauen mit SBI und im Vollblut der Kontrollperson (M2,

Verwendung Optima PXLB-Trennsdule) in [ng/g] unter Angabe der Lagerdauer der Proben, der SONO-

Ergebnisse, der Diagnostik-Einschédtzung nach D4 und D6 sowie des operativen SBI-Befundes. Angegebene VB

wurden mit P =95 %, n = 3 berechnet.

Pat. Lagerdauer Diagnostik  operativer

Nr. [Monate] SONO D4 D5 D6 D4und D6  Befund

Kontrolle

0 bzw. 8 X n. n. n. n. n. n. X X

8 15 intakt LOQ n. n. LOQ intakt intakt
15 12 intakt LOQ n. n. LOQ intakt intakt
16 12 intakt LOQ n. n. LOQ intakt intakt
17 11 defekt LOQ LOQ LOQ intakt intakt
18 11 intakt LOQ n. n. LOQ intakt intakt
21 6 intakt LOQ n. n. LOQ intakt intakt
22 6 intakt LOQ 0,22 + 0,09 LOQ intakt intakt
24 6 intakt LOQ n. n. LOQ intakt intakt
27 4 intakt LOQ n. n. 0,13 +£0,07 defekt intakt
28 4 intakt n. n. n. n. n. n. intakt intakt
32 1 intakt n. n. n. n. 0,29 £ 0,07 intakt intakt
33 1 intakt n. n. n. n. LOQ intakt intakt
34 0 intakt n. n. n. n. LOQ intakt intakt
10 14 intakt LOQ n. n. LOQ intakt defekt
11 14 intakt 0,21 + 0,03 n. n. 0,13 +£0,02 defekt defekt
13 14 intakt LOQ n. n. LOQ intakt defekt
19 8 intakt 0,22 +£0,03 LOQ 0,13 +0,01 defekt defekt
20 7 intakt 0,25 £ 0,04 LOQ 0,13 +0,03 defekt defekt
23 6 intakt 0,37 + 0,08 LOQ 0,13 +£0,01 defekt defekt
25 6 intakt 0,19 + 0,03 n. n. LOQ intakt defekt
26 4 intakt 0,55+ 0,12 n. n. 0,16 £ 0,05 defekt defekt
29 3 intakt 0,57+0,13 0,18 +0,07 0,15+0,03 defekt defekt
30 2 intakt LOQ n. n. LOQ intakt defekt
31 1 defekt LOQ n. n. 0,13 +£0,04 defekt defekt

N. n.: nicht nachgewiesen bei LOD: D4 0,05 = 0,01 ng/g; D5 0,04 = 0,01 ng/g;
D6 0,03 £0,01 ng/g
LOQ: nachgewiesen, aber nicht quantifizierbar, maximaler Wert ist LOQ
LOQ: D4 0,18 +£ 0,02 ng/g; D5 0,13 + 0,01 ng/g; D6 0,10 + 0,02 ng/g
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