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Kurzfassung

Gegenstand der hier vorgestellten Arbeit ist die Beschichtung von Wundauflagen mit
Zinkoxid- und Silberhaltigen antibakteriellen Schichten. Die Aufbringung der Schichten
erfolgt dabei auf den Wundauflagen mittels Atmospharendruckplasma. Die Matrix der
Schichten besteht aus Siliziumdioxid, in welcher die Wirkstoffe eingelagert sind. Auf
diesem Weg hergestellten Wundauflagen wurden hinsichtlich ihrer antibakteriellen
Wirkung und zytotoxischen Eigenschaften charakterisiert. Ziele waren ein minimaler
Einsatz an Wirkstoffen und die Nutzung eines modernen Beschichtungsverfahrens. Der
zytotoxische Einfluss der Wundauflagen wurde an 3D-Hautmodellen im Vergleich zu

den am Markt befindlichen Produkten validiert.

Schlagwaorter: Wundauflage, Silber, Zinkoxid, Hautmodell, Plasma, Beschichtung,
Atmospharendruck, antibakteriell, zytotoxisch, S. aureus, MRSA, Textilien
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Abstract

Subject of the present work is the coating process of wound dressings with antibacterial
layers which contain zinc oxide and silver. The coating is carried out on the wound
dressings using atmospheric pressure plasma. The matrix layers consist of silicon dioxide,
which contains the active ingredients. The produced antibacterial wound dressings
characterized in terms of their effect and cytotoxic properties. The goal was a minimal
use of active ingredients and the use of modern coating process. The influence of the

wound dressings was validated on 3D-skin models compared with on the market products.

Keywords: wound dressing, silver, zinc oxide, skin model, plasma coating, atmospheric

pressure, antibacterial, cytotoxic, S. aureus, MRSA, textiles
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1  Einleitung

Der technische Fortschritt und das Fachgebiet der Medizin sind seit jeher eng mit einander
verknlpft. Bei der Verarbeitung und Herstellung von Medizinprodukten sowie der
Medikamentenforschung sind Medizintechnik und Therapie zu einer nicht trennbaren
Einheit verschmolzen. Ein Bereich der Medizin stellt die Behandlung von Wunden dar.
Die Wundversorgung ist so umfangreich wie komplex und hat in den letzten 100 Jahren
eine grofRe Entwicklung hinter sich. Ein kleineres Teilgebiet der Wundversorgung sind
Wundauflagen. Diese sind fur die Behandlung unerldsslich und bestehen heutzutage
teilweise aus hoch komplexen Verbundsystemen mit einer groflen Variation an
verschiedenen Materialien. Zundchst sollte jedoch die Definition einer Wunde im Bezug
zur Anwendung von Wundauflagen betrachtet werden. Unter dem Begriff der Wunde
versteht man jegliche Zerstérung und Trennung des Gewebezusammenhangs sowohl
innerlich als auch duBerlich.[1] Die Ursachen fiir Wunden sind dabei vielféltig. Wunden
konnen durch &ullere Gewalteinwirkungen entstehen. Wunden kénnen dabei iatrogen
oder unbeabsichtigt verursacht werden. Hierzu zéhlen mechanisch verursachte Wunden
wie Schnitte und Stiche oder bedingt durch stumpfe Gewalteinwirkungen wie
Quetschungen oder Schirfungen. Aber auch Wunden hervorgerufen durch andere duRere
Faktoren wie Hitze, Kélte oder Strahlung konnen Defekte entstehen lassen. Die
Behandlung von Wunden ist so alt wie die Menschheit selbst. Seit jeher wird versucht,
die entstandenen Defekte des Korpers, ob im &uBeren Bereich oder innerlich, zu
behandeln. Hierbei wurde schon friih in der Menschheitsgeschichte festgestellt, dass
infizierte Wunden den Verlauf der Heilung verzdgern, unterbinden und gar zum Tod
fihren kénnen. Der Kampf zwischen bakteriellen Infektionen und der Menschheit fuhrte
zur Geburt der ersten antiseptischen Behandlungen in der Friihzeit. Hierzu wurden
verschiedene Substanzen aus der Natur, wie Harze von Bdumen, zerstol3ene Kréuter wie
Myrrhe oder Metalle wie Kupfer und Erzeugnisse wie Wein oder Honig auf Wunden
aufgebracht, um die Heilung von Wunden zu unterstitzen und Infektionen zu
bekampfen.[2] Die Anwendungen fulSten hierbei zum Teil auf Beobachtungen, wie in der
Natur mit entstandenen Defekten umgegangen wird, wie z. B. das Harzen eines verletzten
Baumes an der betreffenden Stelle des Stammes. Auch konnten durch Beobachtung der
Wunde selbst, durch Verfarbung selbiger oder die Art des Eiters Riickschlisse auf den
Heilungsverlauf gezogen werden. Auf diesen Weg hat sich im Laufe der
Menschheitsgeschichte die Wundversorgung im gleichen Male wie andere
wissenschaftliche Zweige mitentwickelt. Von dem Beginn der modernen
Wundversorgung kann ab dem 19. Jahrhundert gesprochen werden. Sowohl die
medizinische Forschung als auch der technische Fortschritt und die Industrialisierung
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hatten hieran groRe Anteile. Durch die Industrialisierung und Standardisierung konnten
einheitliche Produkte mit gleichbleibender Qualitét gefertigt werden. Dies hatte ebenfalls
Einfluss auf den Standard bei der Wundbehandlung. Zum einen konnten Kosten bei der
Behandlung verringert werden und Produkte wie Wundauflagen durch Massenherstellung
in grofReren Mengen verfligbar gemacht werden. Hierzu zahlt die grof3technische
Verarbeitung von Baumwolle, welche als Naht- und Verbandsmaterial genutzt wurde.
Dies konnte durch Victor von Bruns Arbeit zur Entfettung der Baumwolle mdglich
gemacht werden, da durch das Entfetten erstmals die Saugfahigkeit der Baumwolle besser
als die von Leinenstoffen wurde.[3] Andere Aspekte der Wundheilung konnten durch
Mikroskopieren von Wunden genauer erforscht werden. Folglich konnten Fibroblasten
entdeckt werden und auch die Umwandlungsfahigkeit selbiger und wie diese in der
Wundheilung involviert sind.[4] Auch das Entdecken von Mikroorganismen und deren
Rolle bei der Infektion von Wunden trugen zum besseren Verstandnis der Wundheilung
bei. Durch diese Erkenntnisse wurde bereits friih in der antibakteriellen Behandlung von
Wunden mit Silber, dessen antibakterielle Wirkung beschrieben.[5]

Die Entdeckung des Penicillins durch Alexander Fleming gilt als einer der bedeutendsten
Schritte in der Behandlung und Prévention von Wundinfektionen.[6] Durch diese
Entdeckung wurden groRe Teile anderer potentieller antibakterieller Wirkstoffe wie
Silber lange Zeit nicht weiter intensiv beforscht. Georg Winter verfasste als Erster eine
Abhandlung tber die Vorteile der feuchten Wundbehandlung bei der Behandlung von
Wunden.[7] Darauf aufbauend entwickelte sich eine Vielzahl an Materialien fur die
Wundbehandlung von sowohl feuchten als auch trockenen Wunden. Hierzu zdhlen
Hydrokolloidverbande, Folienauflagen, PU-Schdume, Alginate und verschiedenen Gele.
Jede dieser Wundauflagen kann die Wundheilung entsprechend der Anwendung und Art
der Wunde unterstiitzen. Moderne Wundauflagen kdénnen nachweislich die
Behandlungsdauer, Kosten und somit die Belastung des Patienten reduzieren.[8][9] Dies
gilt insbesondere, wenn die Behandlung von infizierten Wunden im Fokus steht. Hierbei
werden antibakterielle Wundauflagen genutzt. Diese bestehen heutzutage im Regelfall
aus Aktivkohle, Vakuumverbénden oder Verbindungen auf Silberbasis, um die
mikrobielle Last der Wunde zu reduzieren. Die Motivation dieser Arbeit soll es sein,
Wundauflagen mit der innovativen Technik der Atmospharendruckplasmabeschichtung
zu modifizieren, um somit eine neue Mdglichkeit fir die Herstellung antibakteriell
wirkender Wundauflagen zu erlangen. Die so hergestellten Wundauflagen sollen unter
dem Aspekt der Optimierung der Wundversorgung/Heilung betrachtet werden. Dies soll
durch eine umfangreiche biologische und analytische Betrachtung fur die mdgliche
Anwendung geprift werden.
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1.1 Wundheilung

Die klassische Einteilung der Wundheilung erfolgt in funf Phasen. Der Heilungsprozess
beginnt unmittelbar nach dem Entstehen der Wunde mit dem Austreten von Blutplattchen
und dem Versuch, die Wunde zu verschlieBen. Diese Blutgerinnung wird auch als erste
Phase der Wundheilung, die sogenannten Ruhe- oder Latenzphase bezeichnet.
Unmittelbar im Anschluss oder teilweise bergreifend beginnt die Exsudationsphase.
Hierbei werden durch den Austritt von Wundsekreten Mikroorganismen und
Verunreinigungen aus der Wunde heraus befdrdert, weiterhin werden Zytokine,
Interleukine und proteinabbauende Proteasen sezerniert. Dies fordert, dass Monozyten
angelockt werden, welche sich zu Makrophagen im Gewebe differenzieren. Diese sind
Teil des Immunsystems und beseitigen Mikroorganismen in der Wunde. Weiterhin
fordern Monozyten die Bildung und Ausschittung von Wachstumsfaktoren und
Interleukinen, was die Wundheilung stimuliert. Nach der Exsudationsphase folgt die
Proliferations- bzw. Granulationsphase, in dieser werden Gefale und Gewebe neu
gebildet. Fibroblasten kommen aus dem umliegenden Gewebe und bilden neues
Bindegewebe. Dabei nutzen sie das Fibrinnetz, welches bei der Blutgerinnung in der
ersten Phase der Wundheilung entstanden ist. Die bereits vorhandenen und neu
sezernierten Wachstumsfaktoren und Interleukine stimulieren dabei die Proliferation der
Fibroblasten. Das Vorhandensein von Mikroorganismen oder ausgeweitete
Wundinfektionen kénnen diesen Prozess erheblich behindern oder zum Erliegen bringen
(chronische Wunde). Die Bindegewebszellen bilden die Vorstufe von Kollagen, die
Wunde schrumpft und beginnt sich zu schlielen. Zuletzt folgt die Reparations- und
Epithelisierungsphase, in welcher das neu gebildete Granulationsgewebe in
Narbengewebe umgewandelt wird. Die Wunde schlief3t sich vollstandig, zum einen durch
Wundkontraktion (Umbildung von Fibroblasten) und zum anderen durch die
Gewebeneubildung. Ist die Wunde geschlossen, wird die Mitose der Zellen durch die
Bildung von Chalonen der Epidermiszellen reduziert. Die Belastbarkeit des neu
gebildeten Gewebes wird erst nach zwei Monaten bis zwei Jahre ihr Maximum erreichen,
diese Reifung wird auch als Maturationsphase bezeichnet.[10][11]

1.2 Anforderungen an Wundauflagen

Die Anforderungen an eine ideale Wundauflage wurden bereits von Turner 1979
aufgestellt und umfassen im wesentlich die nachfolgen aufgefiihrten Kriterien.[12]

e Aufrechterhaltung eines feuchten Milieus im Wundbereich
e Entfernen von lberschiissigem Exsudat und toxischen Wirksubstanzen

e Thermische Isolation der Wunde
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e Ermoglichung eines Gasaustausches

e Enthélt keine Fremdpartikeln oder toxische Stoffe
e Schtzt vor Sekundarinfektion

e Atraumatischer Verbandswechsel

e Ermdglichung eines wirtschaftlichen Einsatzes

Diese Anforderungen haben sich nicht grundlegend verdandert. Die Auswahl der
Wundauflage und die Behandlung erfolgen jedoch immer angepasst an den Patienten und
die Wundsituation.

Je nach Art der Wunde kommen bei der Behandlung verschiedene Wundauflagen zum
Einsatz, welche auch miteinander kombiniert werden koénnen, um die ganzheitliche
Wundversorgung optimal zu gewéhrleisten. Seit 1962 wurde durch Georg Winter
erstmals die verbesserte Wundheilung unter feuchten Bedingungen beschrieben und
veroffentlicht.[7] Heutzutage ist die Behandlung von Wunden vornehmlich unter dem
Aspekt der feuchten Wundbehandlung durchzufiihren. Diese hat verschiedene Vorteile,
unter anderem, dass die Heilung im Idealfall beschleunigt und eine Narbenbildung
reduziert wird. Jedoch ist auch hier keine generelle Empfehlung auszusprechen, weil die
individuelle Behandlung des Patienten immer im Vordergrund stehen muss. In Tabelle 1
sind verschiedene Indikationen flr eine trockene oder feuchte Wundbehandlung
aufgefiihrt.[13]

Tabelle 1: Wundindikationen fiir Behandlungsoptionen nach Horn.[13]

Indikation zur trockenen Wundtherapie Indikation zur feuchten Wundtherapie
Primdrer chirurgischer Wundverschluss Sekundér heilende Wunde
Unkomplizierte (akute) Bagatellwunde Chronische Wunde

Wunde in der abschlieRenden unkomplizierten E | Mit nekrotischem Material belegte Wunde

pithelisierungsphase

Trockene Nekrose bei hochgradiger arterieller Fibrin bedeckte Wunde

Minderdurchblutung

GroBflachig unverschlossenes

Granulationsgewebe

Wenn Wunden bereits Infektionszeichen, wie gerdtete Wundumgebung, Schwellungen,
starke Exsudation, unangenehmer Geruch, starker Belag oder erhohte Temperatur
aufweisen, sollte die Anzahl der Mikroorganismen reduziert werden. Die Reduzierung
der mikrobiellen Last kann unterstiitzend mit antibakteriell wirkenden Wundauflagen
erfolgen. Am Markt etabliert sind antibakterielle Wundauflagen mit Silber. In Tabelle 2
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ist eine Auswahl von silberhaltigen Wundauflagen nach ihrem Wirkstoffgehalt
dargestellt. Mit Zink oder Zinkoxid angereicherte Wundauflagen sind hingegen weniger
gebréuchlich und fiihren bis auf ausgewéhlte Produkte eher ein Nischendasein, wenn es
um die antibakteriellen Eigenschaften geht. Zubereitungen mit Zink oder Zinkoxid
werden allerdings seit langem zur Wundbehandlung genutzt. Zumeist handelt es sich
jedoch um flussige Suspensionen, Salben oder Verbénde und nicht um Wundauflagen.

Eine Auswahl ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 2: Silberhaltige Wundauflagen, welche am Markt erhéltlich sind (Auswahl).[14]

Produktname Funktion Ag in [mg] pro 10 x 10 cm
ACTISORB® SILVER 220 Silber-Aktivkohle 3,3
Tegaderm® Alginate Ag Alginat mit Silber 7,5
AQUACEL® Ag Kompresse Hydrofaser mit Silber 10,8
UrgoTul® SAg Distanzgitter/ Wundgaze 14
Suprasorb® A+Ag Kompr. Alginat mit Silber 30

sorbion silver flex Auflage 70
ACTICOAT® Wundauflage 109

Askina® Calgitrol Ag Schaum mit Silberalginat 141

Tabelle 3: Zinkhaltige Wundauflagen und Verbéande, welche am Markt verfiighar sind (Auswabhl).

Produkt Funktion

TRIONIC Wundauflage mit Zinkoxid

Curasorb Zn Wundauflage mit Zinkionen zur Anregung der Zellproliferation
Zipzoc Verband mit Zinkoxid

Viscopaste Verband mit Zink

Varolast Verband mit Zink

Steripaste Verband mit Zink

1.3 Infektion und Resistenzentwicklung

Das unschadlich machen und Bekdmpfen von Mikroorganismen, die nicht zum
korpereigenen System gehoren, ist die Aufgabe des Immunsystems und essenziell fir den
Verlauf der Wundheilung. Im Falle einer Infektion der Wunde wird der Heilungsverlauf

drastisch verlangsamt oder kann gar zum Erliegen kommen. In der Regel kann der Korper
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bei gesunden Menschen mit intaktem Immunsystem die meisten Infektionen allein
bekampfen. Bei Ubermafig stark kontaminierten Wunden oder durch andere Faktoren wie
ein geschwéchtes Immunsystem durch Krankheit, Immunsuppressiva oder bei
Kleinkindern und dlteren Menschen kdnnen derartige Infektionen zu einer Stagnation des
Heilungsverlaufs und unbehandelt zum Tod fuhren. Seit der Entdeckung der Antibiotika
konnen Infektionen innerlich und &uferlich damit behandelt werden, um
Mikroorganismen abzuttten oder an einer weiteren Vermehrung zu verhindern. Die Zahl
der antibiotikaresistenten Bakterienstimme steigt seit den 80er Jahren weiter an.
Grundsatzlich muss zwischen einer erworbenen und einer natlrlichen Resistenz der
einzelnen Bakterienstdimme gegeniiber den verschiedenen antibiotischen Stoffen
unterschieden werden. Natirliche Resistenzen bestehen z. B. in einer zu grofen
MolekiilgroRe des Wirkstoffes, welcher bei einzelnen Erregern nicht durch die Zellwand
geschleust werden kann und somit nicht seinen Bestimmungsort erreicht. Die erworbene
Resistenz der Bakterienstamme ist das grofRere Problem bei der Behandlung von
Infektionen allgemein. Durch den wiederkehrenden Einsatz von Antibiotika werden
Erreger, welche gegen die jeweiligen Antibiotika resistenter sind, selektiv bevorzugt bei
einer Therapie, da sie die Behandlungen mit groRerer Wahrscheinlichkeit Gberleben.
Spontane  Mutationen  sind  hingegen  seltener als  dieser  selektive
Vorgang.[15][16][17][18] Der Einsatz von Antibiotika unterstltzt dartber hinaus den
Transfer von genetischer Information zwischen Bakterien. Weiterhin kdnnen somit
Resistenzen gegen Antibiotikaklassen selektiert werden, wenn verschiedene
Resistenzgene auf identischen mobilen Plasmiden liegen. Plasmide kdnnen zwischen
Bakterien verschiedener Spezies transferiert werden und somit erworbene Resistenzen
schneller verbreiten.[19][20] Oft werden bei den Therapien nicht immer die fir den
jeweiligen Erreger passenden Antibiotika zur Behandlung gewahlt. Je nach Situation l&sst
sich dies jedoch oft nicht vermeiden. Bei einer Sepsis besteht sofortiger Handlungsbedarf
mit einem mdoglichst breit wirkenden Antibiotikum, da mit zunehmender verstrichener
Zeit die Wahrscheinlichkeit zu versterben signifikant erhdht wird.[21][22][23] Auch
dieser Faktor kann die Bildung von resistenten Erregern gegen spezifische oder Klassen
von Antibiotika beginstigen. Jedoch sind die wohl groReren Faktoren bei der
Resistenzentwicklung die Anwendungen in der Tiermast. Im Jahr 2013 wurden 1452
Tonnen Antibiotika-Praparate in der Tiermast eingesetzt.[24] In der Tiermast werden
sdmtliche bisher beschriebenen Mechanismen der Resistenzentwicklung um mehrere
Faktoren begunstigt. Hierbei werden groRe Mengen an Antibiotika als

Breitbandbehandlung fir alle Tiere in einer Tiermastanlage genutzt, auch wenn nur
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wenige Individuen Krankheitsanzeichen zeigen. Somit stellt die Tiermast ein bedeutend
grolReres Problem bei der Entwicklung von resistenten Erregern dar. Der Anstieg von
resistenten Mikroorganismen wie MRSA wird in Krankenh&usern und Intensivstationen
seit 1990 beobachtet. Lag der Anteil an MRSA-Fallen 1990 noch bei 1,1 % so stieg er in
den Jahren 2001 auf 17,5 % und im Jahr 2007 auf 20,3 % an (Oxacillin-Resistenz).[25]
Jedoch wurde bereits 2001 von der WHO eine globale Strategie gegen die Bekampfung
von resistenten Erregern beschlossen.[26] Diese Strategien bei der Bekdmpfung einzelner
resistenter Spezies zeigten im Fall von MRSA Erfolge. Der Anteil an isolierten MRSA-
Blutkulturen sank dabei in dem Jahr 2015 auf 16.4 % (Oxacillin-Resistenz).[27] Andere
Erreger wie Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium und viele weitere sind bei der
Ausbildung von Resistenzen nach wie vor ein groRes Problem bei der Behandlung von
Infektionen. Hierdurch steigen sowohl Behandlungsdauer als auch Kosten sowie die
Patientenbelastung in der Behandlung von infizierten Wunden an, was die Notwendigkeit
der Suche nach alternativen Behandlungen und gezielter Applikation von Wirkstoffen

vergrolert.

1.4 Beschichtungen von Wundauflagen

Das Thema Wirtschaftlichkeit ist auch im Gesundheitssystem ein wichtiger Faktor bei
der Patientenversorgung. Nach aktuell verfugbaren Daten des Statistischen Bundesamtes
sind die Ausgaben im Bereich Gesundheit in den Jahren 1992 bis 2013 von 158,97 Mrd.
Euro auf 314,94 Mrd. Euro gestiegen. Im gleichen Zeitraum sind die Kosten flr
Arzneimittel von 25,79 Mrd. Euro auf 47,81 Mrd. Euro gestiegen. Somit haben sich die
Kosten im gesamten Gesundheitssektor im Zeitraum von etwa zwanzig Jahren nahezu
verdoppelt.[28] Die Griinde flr diese Steigerung sind vielfaltig, unter anderem durch
gestiegenen Bedarf, bessere Therapiemdglichkeiten, moderne Medizinprodukte und
Medikamente. Darunter fallen laut Definition des Statistischen Bundesamts auch
Verbandsmaterialien wie Wundauflagen. Betrachtet man die Entwicklung und
Anwendung von Wundauflagen, werden die wirtschaftlichen und forschungstechnischen
Aspekte im Bezug zu steigenden Kosten verdeutlicht. Sowohl aus 6konomischer als auch
aus therapeutischer Sicht ist eine oberflachliche Modifikation von Wundauflagen zur
Bek&dmpfung oder Pravention von Infektionen sinnvoll. Durch den gezielten und an die
jeweilige Situation angepassten Einsatz von Wirkstoffen kdnnen Ressourcen, Zeit und
Geld eingespart sowie unnétige Belastungen des Patienten vermieden werden. Weiterhin

bedingt eine gezielte Modifikation von Oberflachen auch den Vorteil, dass der Wirkstoff
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nur dort zum Einsatz kommt, wo er unmittelbar bendtigt wird. Somit kdnnen
Behandlungen effektiver und schonender durchgefuhrt werden. Fir gezielte
Oberflachenmodifikationen oder Beschichtungen eignen sich verschiedene Verfahren.
Diese werden meist in Abhdngigkeit vom Grundmaterial, welches beschichtet werden
soll, gewahlt. Weiterhin ist fir die Auswahl des Verfahrens der Wirkstoff, welcher auf
das Substrat oder Grundmaterial abgeschieden werden soll, relevant. Im Fall von
antibakteriellen Wundauflagen wird bisher zumeist ein Tauch- oder Impragnierverfahren
genutzt, bei welchem das Wundauflagenmaterial mit einem Wirkstoff ausgestattet wird.
Hierbei werden einzelne Bestandteile des Produktes gezielt behandelt oder mit einer
Emulsion oder Losung bespriht oder getaucht. Diese werden dann entweder direkt
angewendet oder weiter zu einem komplexeren Produkt verarbeitet. Eine rein
oberflachliche Modifikation ware somit deutlich effektiver als ein Sprih- oder
Tauchverfahren, bei welchem die Wundauflage mit einem GroRteil des Wirkstoffes auch
in tieferen Lagen modifiziert wird. Bisher werden derartige Modifikationen zum Teil mit
Niederdruckverfahren im Vakuum durchgefiihrt. Ein neuer Ansatz besteht in der
Beschichtung mit einem chemischen  Gasphasen-Abscheideverfahren  unter
Atmosphérendruck, um so Kosten und Wirkstoff zu sparen.

1.5 Plasma

Der Begriff Plasma steht in der Medizin Ublicherweise fir den zellfreien Bestandteil des
Blutes oder fir die Grundsubstanz der Zellen, welcher auch Zytoplasma genannt wird. In
der Physik hingegen wird Plasma auch als vierter Aggregatzustand bezeichnet. Es
entsteht durch anhaltende Energiezufuhr zu einem Gas, wodurch es zu einer teilweisen
oder vollstandigen lonisation der Gasatome bzw. —molekile kommt, sodass ein Plasma
aus neutralen und geladenen Teilchen besteht. Der Umstand, dass ein Plasma freie, nicht
gebundene Ladungstrager enthélt, fuhrt dazu, dass ein Plasma elektrisch leitend ist,
obwohl es nach auflen hin elektrisch neutral bleibt. In Abhéngigkeit von
Umgebungsvariablen wie Temperatur, elektrischer oder magnetischer Feldstirke oder

auch Teilchendichte kénnen sich Plasmen ahnlich wie Gase verhalten.

Die Anwendungsbreite von technischen Plasmen beschrankt sich langst nicht mehr auf
die Industrie, sondern hat beispielweise auch die Medizin erreicht. Als Beispiel fir
medizinische Anwendungen seien die in den letzten Jahren zunehmend stérker
untersuchten Atmospharendruckplasmen genannt, welche bei direkter und indirekter

Behandlung von lebenden Gewebe verschiedene positive Effekte, wie eine Verringerung
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der mikrobiellen Last und eine Beschleunigung der Heilung haben kénnen. Dieser
Anwendungsbereich wird im Allgemeinen als Plasmamedizin bezeichnet.[29][30]
Indirekt werden technische Plasmen schon langer in der Vorbehandlung von
verschiedenen Medizinprodukten oder deren Verpackungen und zur antimikrobiellen

Behandlung empfindlicher Produkte und Materialien eingesetzt.[31]

1.5.1 Atmospharendruckplasma

Technische Plasmen werden Ublicherweise durch die Zufuhr von elektrischer Energie
generiert. Die Eigenschaften von technischen Plasmen kdnnen in Abhangigkeit von deren
Generierung und von Prozessgrofien (Frequenz, Leistung, Entladung) stark variieren.
Zwei wesentliche Faktoren fiir die Charakterisierung von Plasmen sind die
Elektronentemperatur und die Teilchendichte (Wepe). Die Klassifizierung der Plasmen
erfolgt als Funktion von Temperatur und Teilchendichte wie in Abbildung 1 dargestellt
und wird nachfolgend kurz erlautert.
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oV i« Vin =03 ¢y
4 /
107 = 103% / Fusionsplasmen /
htrelativistische P / (magnetischer Sonnen-
103 o7 / / EinschluB) zentrum
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Abbildung 1: Einteilung und Klassifizierung von Plasmen in Abhé&ngigkeit der Temperatur und
Teilchendichte nach Seidel und Wendel.[32]

Plasmen bestehen aus lonen und Elektronen, welche unterschiedliche Temperaturen
aufweisen konnen. Diese Differenz der Elektronentemperatur (Te) und lonentemperatur
(Ti) wird genutzt, um Plasmen in thermische (LTE oder heile Plasmen) und nicht
thermische Plasmen (Non-LTE oder kalte Plasmen) zu unterteilen. LTE steht dabei fiir
local thermal equilibrium, also das lokale thermische Gleichgewicht.[33] Bei thermischen
Plasmen (LTE) findet ein Energielibertrag zwischen den Teilchen im Plasma statt.
Hierbei liegt ein thermisches Gleichgewicht vor, es folgt Te = T¢ = Ti.[34] (Temperaturen
der Elektronen Te, des Gases Tq und der lonen T;) Die Gastemperaturen von thermischen
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Plasmen konnen entsprechend sehr hoch sein und bis in den Bereich von mehreren 10000
°C gelangen. Dies wird unter anderem bei Verfahren wie dem Plasmaspritzen oder dem

Plasmaschneiden genutzt.

Bei nicht thermischen Plasmen (non-LTE) ist der Energieaustausch zwischen den
Teilchen nur unvollstandig bzw. gering, somit folgt Te> Ti oder Tg4. Dabei kommt es zur
Ausbildung von unterschiedlichen Energieverteilungen im Plasma. Vornehmlich kénnen
bei kalten Plasmen die Bewegungen der lonen vernachlassigt werden. Entscheidend sind

hierbei die Bewegungen bzw. die Energieverteilungen in den Elektronenaggregaten.

Bei der Einteilung der Plasmen nach Seidel und Wendel sind die
Atmospharendruckplasmen in Abbildung 1 zwischen den Bogen- (ideale Plasmen) und
den Glimmentladungen einzuordnen. Niederdruckplasmen sind in der Regel non-LTE
Plasmen bis zu einem Umgebungsdruck von 102 kPa. In Abbildung 2 ist der Verlauf der
lonentemperatur und Elektronentemperatur in Abhangigkeit vom Druck in einem
Quecksilberplasmabogen dargestellt. Weiterhin ist der Ubergang von einer

Glimmentladung (Te > Tg) hin zur Bogenentladung (Te = Tg) illustriert.[33]

Temperatur [K]

Druck [kPa]

Abbildung 2: Verlauf der Plasmatemperatur (Te Elektronen und Ty Gas/lonen bzw. schwere Partikel
(heavy particles)) mit dem Druck in einem Quecksilberplasmabogen. Die Teilchentemperatur ist dabei als
Funktion des Druckes dargestellt. Erreicht Te = Ty, spricht man von einer Bogenentladung (lokales
thermisches Gleichgewicht).[35]

Atmospharendruckplasma-Jets, welche die Grundlage dieser Arbeit bilden, kénnen in
zwei separate Bereiche eingeteilt werden, einen LTE-Bereich, welcher in der
unmittelbaren Néhe des Plasmakernes liegt und einen non-LTE Bereich.[33] Dieser
Bereich liegt unmittelbar lokal neben dem LTE-Bereich und weist einen signifikanten
Unterschied zwischen der Tg und Te auf (Te> Tg). Dies hangt natirlich sehr stark von den
jeweiligen Plasmajet-Anlagen und deren Charakteristika wie Leistung und Entladungsart
ab. Atmosphérendruckplasma-Jets oder auch Freistrahlplasmen, welche zu den kalten

Plasmen gehdren, haben im Allgemeinen eine kontinuierliche Bogenentladung mit
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geringer Leistung.[33][36] Auf diesen Weg kdnnen derartige Plasmaquellen wie zum
Beispiel Plasmatreat Openair® Plasma und Tigres Plasma Blaster MEF mit sehr geringen
Temperaturen arbeiten, was eine Behandlung von temperatursensitiven Materialien
zulasst. Trotz der niedrigen Temperatur ist die chemische Reaktivitat in diesen Plasmen
sehr hoch, was eine chemische Umsetzung von Precursoren und somit eine Beschichtung

von Oberflachen mittels Plasmapolymerisation beginstigt.

1.5.2 Plasmapolymerisation

Die Plasmapolymerisation oder auch plasma enhanced chemical vapor deposition
(PECVD) ist eine spezielle Art der chemischen Gasphasenabscheidung (CVD). Sie wird
genutzt, um dinne Schichten bei Driicken zwischen 0,01 und 100 kPa auf
unterschiedlichsten Substraten abzuscheiden. Bei der klassischen Niederdruck-CVD
werden zumeist gasférmige Precursoren in einen Reaktionsraum geleitet und in einem
Temperaturbereich von 200 °C bis 2000 °C zu festen Schichten auf einem Substrat
umgesetzt. Durch die Verwendung eines Plasmas kénnen die Temperaturen, welche fir
die chemische Reaktion noétig sind, deutlich reduziert werden. Dies erlaubt die
Beschichtung von temperatursensitiven Materialien wie Kunststoffen. Weiterhin kénnen
durch die geringeren Abscheidetemperaturen die thermischen Schichteigenspannungen
beim Abscheidevorgang minimiert werden.[33][37] Im Fall der PECVD wird die hierzu
notige Energie zur Umsetzung eines Precursors aus dem Plasma bereitgestellt. Die
Polymerisation kann dabei von angeregten Teilchen wie Elektronen, lonen oder durch die
im Plasma herrschende UV-Strahlung initiiert werden. Die Polymerisierung beginnt mit
dem Aufbrechen einzelner Bindungen an Monomeren des Precursors und der Bildung
von Radikalen und Clustern. Hierbei werden Teile dieser Zwischenstadien in der
Gasphase polymerisieren, andere polymerisieren direkt auf dem zu beschichtenden
Substrat. Die Triebkraft fur die Polymerisation ist die Ausbildung von kovalenten
Bindungen mit hoher Bindungsenthalpie. Auf diese Weise entsteht in Abhangigkeit von
Zeit, Leistung, Precursormenge und Druck auf dem Substrat eine diinne Schicht des
polymerisierten Materials. Im Bereich der Niederdruckplasmen sind diese Mechanismen
bereits sehr umfangreich untersucht worden.[38][39][40] Grundséatzlich sind diese
Mechanismen unter Atmosphdarendruck sehr ahnlich. Unterschiede bestehen in den freien
Weglangen der Elektronen, in der Interaktion der zu polymerisierenden Monomere mit
dem Substrat und der Art der Anregung der Plasmen. In Niederdruckplasmen werden
Anregungsprozesse vornehmlich durch Kollisionen zwischen den Monomermolekiilen

und den Elektronen bestimmt. Hierbei kommt es zur Aufspaltung von Bindungen am
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Monomer und zu einer Radikalbildung. Unter Normaldruckbedingungen wird der Prozess
begleitet durch eine zusétzliche Interaktion von metastabilen Teilchen und
hochenergetischen lonen. Wahrend der Plasmapolymerisation werden durch eine
Vielzahl von Radikalkombinationen Plasmapolymerschichten gebildet. Die molekulare
Struktur der Plasmapolymerschichten unterscheidet sich signifikant von der
konventioneller Polymere. Durch den hohen Vernetzungsgrad weisen die
Plasmapolymerschichten einen molekular uneinheitlichen Aufbau auf. Die komplexen
Strukturen besitzen einen hohen Vernetzungsgrad und tragen zu den vorteilhaften
mechanischen und thermischen Eigenschaften wie guter mechanischer Festigkeit und
hoher thermischer Stabilitat bei.[41] Die entstehende Struktur des Plasmapolymers und
die chemischen Eigenschaften variieren bei gleichen Precursoren in Abhangigkeit von
den inneren und &uBeren Plasmaparametern.[42][43] Die Parameter sind dabei
voneinander abhé&ngig. So haben die &ulleren Plasmaparameter wie Leistung, Frequenz,
Entladungsspannung und Druck sowie die Flussrate des Precursors oder des Monomers
direkten Einfluss auf die inneren Plasmaparameter wie Homogenitat, Energie der
Teilchen und deren Verteilung im Plasma. Die Zusammenhé&nge der einzelnen Parameter
sind dabei sehr komplex, sodass eine theoretische Vorhersage des
Polymerisierungsvorganges und dessen Simulation nicht ohne weiteres moglich ist.[43]
Bei niedrigen Leistungen des Plasmas sind die molekularen Schichten hinsichtlich ihrer
chemischen Zusammensetzung naher denen der verwendeten Ausgangsmonomere. Dies
ist durch eine geringere chemische Verdnderung begrindet, da geringere
Plasmaleistungen die Monomere weniger stark fragmentieren. Weiterhin ist bekannt, dass
mit steigender Leistung die chemische Homogenitét von Plasmapolymerbeschichtungen
im Niederdruck abnimmt und ein Absinken der Abscheideraten zu verzeichnen ist.[44]
Dieser Umstand ist bedingt durch eine hohere Radikaldichte des Plasmas bei hoheren
Leistungen. In  Kombination mit der Wahl des Arbeitsgases wahrend der
Plasmapolymerisation sind bedeutende Einflisse des selbigen auf die chemische und
strukturelle Zusammensetzung der spéteren Schicht zu erkennen. Die verschiedenen
Arbeitsgase bilden verschieden reaktive Plasmen aus, welche Einfluss auf die Vernetzung

und chemische Zusammensetzung von abgeschiedenen Schichten haben.[42][43]

1.5.3 Funktionelle Plasmapolymerisation

Ein neuartiger Aspekt bei der Atmosphéarendruck-gesttzten Plasmapolymerisation ist der
Ansatz, dass der prinzipielle Aufbau eines Plasmajets geeignet ist, mehrere

Precursorsubstanzen parallel zur Plasmapolymerisation in der Schichtmatrix einzusetzen.

1 Einleitung



13

Auf diesem Weg lassen sich verschiedene Funktionen mit einer Beschichtung realisieren.
Die Plasmapolymerisation ist der normalen Polymerisation sowie der funktionellen
Plasmapolymerisation in Abbildung 3 gegenibergestellt. Der Einbau von weiteren
Funktionalitaten durch einen zusétzlichen Stoff oder eine chemische Komponente ist
entweder durch eine chemische Bindung oder durch physikalisches Einschlielen
mdoglich. Diese kdnnen mit dem gebildeten Netzwerk des ersten schichtbildenden
Monomers interagieren oder liegen quasi eingeschlossen parallel dazu in der
abgeschiedenen Schicht vor. Diese Funktionalitaten konnen vielfaltiger Natur sein wie
antibakterielle  Fullstoffe, Marker, Feststoffe, organische und anorganische
Verbindungen. Funktionelle Plasmapolymerschichten sind im weitesten Sinne in die
Kategorie der schichtartigen Hybridmaterialien einzuordnen. Hybridmaterialien weisen
neue Eigenschaften auf, welche erst durch die Kombination der Einzelkomponenten
entstehen. Hybridmaterialien kénnen nach C.Sanchez in Klasse 1 und Klasse 2 unterteilt
werden.[45] In Klasse-1-Hybridmaterialien sind die funktionellen Komponenten
physikalisch gebunden, eingebettet bzw. eingeschlossen oder durch schwache
intermolekulare Wechselwirkungen festgehalten. Klasse-2-Hybridmaterialien zeichnen
sich durch kovalente oder starke ionische Wechselwirkungen zwischen den Teilchen
bzw. Komponenten aus. Ein Herausldsen der Partikel aus Klasse 2 ist oft mit einer
Zerstorung der Matrix verbunden. Bei Klasse-1-Hybridmaterialien sind Morphologie und
Porentextur fur die spatere Migration der eingebrachten funktionellen Partikel bzw.
Teilchen verantwortlich, die Matrix bleibt dabei erhalten. Ein hoher Vernetzungsgrad der
Matrix bedingt eine langsamere Migration der Teilchen bzw. lonen in die Umgebung. Es
gibt aber auch Grenzfalle zwischen Klasse-1- und Klasse-2-Hybridmaterialien, was von
den technischen Parametern bei der Herstellung der Schichten abhangt und spater
Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit sein wird.[45] Als Beispiel fir die in der Arbeit
verwendete Matrix/Fillstoff-Kombination von Hexamethyldisiloxan (HMDSO) und
Silbernitrat (AgNOz) ist in Abbildung 4 eine Siliziumdioxidschicht aus HMDSO mit
eingelagerten Silberpartikeln im Querschnitt zusehen.[46] Die Silberpartikel wurden
dazu aus Silbernitrat durch Abspaltung der Nitratreste im Plasma zu metallischen

Silbernanopartikeln umgesetzt.
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Abbildung 3: Funktionelle Plasmapolymerisation, Monomer B wird nicht netzwerkbildend in das

Plasmapolymere aus Monomere A eingebaut z. B. als Partikel oder Fragment.
Der prinzipielle strukturelle Aufbau der Schicht erlaubt eine Freisetzung ionischer
Bestandteile der eingebundenen Silberpartikel an umgebende Medien und — im Falle der
in der vorliegenden Arbeit behandelten Anwendung der Technologie zur Erzeugung von
Wundauflagen — eine direkte Interaktion mit Bakterien und Zellen. Somit kénnen diese
ionischen Bestandteile aus der Schicht mit den Zellwénden und einzelnen Bestandteilen
der Bakterien interagieren. Kommerziell verfligbare Atmospharendruckplasmajets
erlauben im Normalfall nur die Herstellung von Einkomponenten-Schichten, darum
miussen diese Anlagen entsprechend technisch angepasst werden, um eine funktionelle
Mehrkomponenten-Beschichtung zu ermdglichen.

Abbildung 4: Funktionelle Plasmapolymerisation am Beispiel von eingelagerten Silberpartikeln in einer
Siliziumdioxidmatrix aus HMDSO.[46]
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1.6 Wirkstoffe

Antimikrobielle  Substanzen  werden dazu genutzt, um die Vitalitat,
Vermehrungsfahigkeit oder Infektiositat von Mikroorganismen zu minimieren oder diese
géanzlich abzuttten. Allgemein sind hierbei verschiedene Substanzen bekannt und werden
in verschiedene Kategorien wie Antibiotika, Antimykotika oder Antiparasitika eingeteilt.
Eine weitere Klassifikation stellen zudem Desinfektionsmittel dar, diese kdnnen totes
oder lebendes Material in den Zustand versetzen, nicht mehr zu infizieren.[47] Die
Anwendung von Desinfektionsmitteln erfolgt dabei nach Definition auf totem Material,
hingegen werden Antiseptika auf lebendem Gewebe eingesetzt. Die Wirkung aller
Substanzen und Verfahren begriindet sich auf der chemischen und physikalischen
Wechselwirkung mit dem komplexen System des Mikroorganismus. Die Abtdtung von
Mikroorganismen erfolgt n&herungsweise nach einer Kinetik erster Ordnung in
Abhéngigkeit von der Zeit. Somit werden Populationen von Mikroorganismen nicht
schlagartig abgetotet, sondern die Quantitat der Mikroorganismen folgt einer kinetischen
Zeit-Umsatz-Beziehung (Umsatz im Sinne der Abtétungsrate).[47] In der
Wundversorgung und Infektionsbehandlung sowie in der Pravention spielt die Gruppe
der Antibiotika seit ihrer Entdeckung eine unverzichtbare Rolle. Betrachtet man die
wichtigsten zugrundeliegenden Wirkmechanismen der Antibiotika genauer, so sind im
Wesentlichen flinf verschiedene Interaktionen mit Mikroorganismen fiir die
bakteriostatische bzw. antibakterielle Wirkung verantwortlich. In Abbildung 5 sind die
grundlegenden Angriffspunkte einzelner Antibiotika (Auswahl) dargestellt. Hierbei stellt
die erste Interaktionsmoglichkeit in der Regel die Zellwand des Bakteriums dar, sowohl
bei grampositiven als auch bei gramnegativen Bakterien. Es kann die Synthese selbiger
gestort oder die Zellwand direkt angegriffen werden, was in beiden Féllen zu einem
Absterben fihren kann. Die zweite direkte Interaktionsmoglichkeit liegt in der
Beeintrachtigung der Zellmembran, hierdurch kann ebenfalls die strukturelle Integritét
der Bakterienzelle gestort werden, was zum Zelltod fuhren kann. Weitere Interaktionen
von Antibiotika betreffen mehrere tiberlebenswichtige Synthesen wie die Proteinsynthese
oder die Folsdurensynthese. Zudem konnen Bestandteile der DNS geschadigt oder
verdndert werden, was eine weitere Vermehrung des Bakteriums massiv beeintrachtigen
kann. Betrachtet man diese einzelnen VVorgange, so ist leicht ersichtlich, dass die meisten
Antibiotika sehr spezifisch auf einzelne Bestandteile von Bakterienzellen wirken. Durch
diese spezifische Wirkung des Antibiotikums ist die Chance, dass Bakterien Resistenzen

ausbilden, stark gesteigert. Dies kann zur Folge haben, dass Resistenzen gegen eine
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gesamte Gruppe dieser Antibiotika entstehen, welche auf spezielle Angriffspunkte der
Mikroorganismen abzielen (siehe Abbildung 5). Diese erworbenen oder durch Evolution
entstandenen Resistenzen sind, wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben, ein wachsendes

Problem in der Wundversorgung.

Struktur und Funktion der Zellmembran
Zellwandsynthese Colistin
Bacitracin Polymyxin B Bakterienzelle
Penecilline I —
Vancomycin
e - T
Carbapenems o — — Zellwand

Membran

DNS und RNS: Funktion und Synthese
Proteinsynthese N'Ch'm(',(ljone I
Erythromeyin itroimidazole

Chloramphenicol Rifampin
Tetracykline Sulfamethoxazole

Gentamoisin

Folsdure-Synthese
Trimethoprim
Sulfonamide

Abbildung 5:Angriffspunkte der gebrduchlichsten Antibiotika an einer Bakterienzelle nach Pos.[48]

Vor der Entdeckung und kommerziellen Verwendung von Antibiotika wurde eine
Vielzahl von verschiedenen Substanzen genutzt, um die mikrobielle Last in Wunden zu
reduzieren. Die Wirkmechanismen der meisten Substanzen beruhen dabei auf
physikalischen und chemischen Komponenten. Dieser antibakterielle Effekt ist z. B. bei
der Interaktion von Schwermetallen mit Mikroorganismen zu beobachten. Verschiedene
Schwermetalle, oft in der Form von Nanopartikeln, wurden in den letzten Jahrzehnten
intensiv beforscht. Bei der Bekampfung von bakteriellen Infektionen sollen sie als
Alternative zu Antibiotika agieren. Die Wirkung der Partikel bzw. der abgegebenen lonen
erfolgt dabei in Abhdngigkeit vom jeweiligen Metall, den Partikelgro3en und der Art der
Zufihrung zu den Mikroorganismen. Die Wirkung reicht dabei von der Zerstérung der
Zellwand oder der Membran bis hin zur Interaktion mit der DNS oder einzelnen Proteinen
im Mikroorganismus. Somit kdnnen einzelne Stoffe mehrere Wirkmechanismen parallel
aufweisen. Im Gegensatz zu Antibiotika macht dies eine mogliche Resistenzentwicklung
unwahrscheinlicher. Die Wirkstoffauswahl im Rahmen der Untersuchungen in dieser
Arbeit wurde auf die zwei Schwermetalle Zink (Zn) und Silber (Ag) konzentriert. Diese

haben den Vorteil, dass eine mégliche Resistenzentwicklung aufgrund der grundlegenden
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Wirkungsmechanismen bisher nicht groflachig aufgetreten ist.[49] Jedoch wurde bereits
von Silberresistenzen bei Mikroorganismen berichtet.[50] Weiterhin ist die Eignung von
Metall-Partikeln fur eine Einlagerung in eine Plasmapolymerbeschichtung als sehr gut
einzustufen. Die verwendeten Schwermetalle sind zum einen metallisches Silber, welches
bereits auch in Form von antibakteriellen Wundauflagen oder Pasten auf dem Markt in
vielen Produkten enthalten ist. Die zweite Substanz ist Zinkoxid, welches in vielen
Produkten fir Hautpflege und Wundheilung vorhanden ist, jedoch bisher nur in

geringerem MaRe als antibakterieller Wirkstoff fir Wundauflagen Anwendung findet.

1.6.1 Silber

Silber gehort zu den Ubergangsmetallen und ist ein weiches und gut verformbares
Schwermetall. Es zeichnet sich durch eine sehr hohe thermische und elektrische
Leitfahigkeit aus und wird in vielen industriellen Anwendungen wie der Elektrotechnik
und der Medizin genutzt. Die antibakterielle bzw. reinigende Wirkung von Silber wurde
schon in der Frihzeit beschrieben. Als Beispiel sei die Verwendung von Silberkriigen als
Transportgefale fiir Wasser der persischen Konige genannt. Damals wurde erkannt, dass
das darin befindliche Wasser langer geniebar war. Die Nutzung von silberhaltigen
Gefallen fur die Nahrungsmittelaufbewahrung und Konservierung wurde von vielen
Kulturen bis in den Zweiten Weltkrieg praktiziert.[51] Die erste klar belegbare Nutzung
von Silber als ein antibakterieller Wirkstoff erfolgte im 7. Jahrhundert in Form von
Silberspénen fir die Blutreinigung. Ein bedeutender wissenschaftlicher Vertreter des 15.
Jahrhunderts war Paracelsus, dieser nutzte erstmalig Silbernitrat als Wirkstoff fir die
Bek&dmpfung von Infektionen.[51] Im Zusammenhang mit Silber und anderen
metallischen lonen wurde im Laufe des 19. Jahrhunderts der Begriff der Oligodynamie
geprégt, welcher auf den Schweizer Botaniker Carl Wilhelm von Nageli zuriickgeht.
Dieser beschrieb die schadigende Wirkung von Metallionen auf lebende Zellen.[5] Durch
die grol3technische Herstellung von Antibiotika ab 1940 wurde die Anwendung von
Silber als antibakterieller Wirkstoff in der Medizin drastisch reduziert. Ebenso wurde die
Forschung fir alternative antibakterielle Wirkstoffe gegen Infektionen zu dieser Zeit stark
eingeschrankt, der Fokus lag zu groRen Teilen in der Entwicklung weiterer Antibiotika.
Wie in Kapitel 1.3 beschrieben treten seit den 1990er Jahren vermehrt resistente
Bakterienstimme wie Staphylococcus aureus (MRSA), Acinetobacter baumannii und
andere Stdmme auf. Daraufhin wurde die Forschung an alternativen antibakteriellen
Wirksubstanzen wieder starker in den Fokus gerlickt. Unter anderem wurden an Silber

und seine Verbindungen aufgrund der breiten Wirksamkeit gegen eine Vielzahl von
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Bakterien und Viren wieder vermehrt geforscht.[52][53][54] Das gestiegene
wissenschaftliche Interesse spiegelt sich auch in den Veroffentlichungen zum Thema
Silber und dessen antibakterieller Wirkung wieder. In Abbildung 6 wird die Zahl der
Veroffentlichungen nach Jahren dargestellt und das vermehrte Forschungsaufkommen

beginnend in den 90er Jahren gezeigt.
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Abbildung 6: Veroffentlichungen zum Thema ,,Silber* und ,,antibakteriell” im Verlauf der letzten 100
Jahre nach SCIFinder.[55]
Die biologische Wirkung von Silber beruht auf der Interaktion von positiv geladenen
lonen (Ag*) mit verschiedenen Bestandteilen von Mikroorganismen oder Zellen. In seiner
elementaren (metallischen) Form ist Silber nicht reaktiv und hat keine besondere
bakterizide Wirkung.[56] Dieser Umstand wurde von einer Forschergruppe um Zong-
ming Xiu et al. indirekt best&tigt.[57] Hierbei zeigte sich, dass nicht oxidationsfahige und
somit nicht ionische Silbernanopartikel im Gegensatz zu einer identischen Menge an
Silberionen um bis zu 7665-fach hoher konzentriert sein missen, um eine Wirkung auf
Bakterien auszuiiben.[57] Die freigesetzten hoch aktiven Silberionen konnen mit
Mikroorganismen Uber verschiedene mdgliche Wirkmechanismen interagieren.[56] Als
eine Mdglichkeit wurde laut mehreren unabhé&ngigen Studien die Interaktion zwischen
Silberionen und den Thiolgruppen eng mit der antibakteriellen Wirkung in Verbindung
gebracht.[58][59][60][61][62] Die Bindung des Silbers an Thiolgruppen und spezifisch
an Cystein ist zudem ein bekanntes Phdnomen einer Schwermetallvergiftung. Es wurde
gezeigt, dass schwefelhaltige Aminosduren wie Cystein und Methionin die antibakterielle

Aktivitat der Silberionen herabsetzen kdnnen, was eine Bindung der lonen an diese
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Aminosduren nahelegte.[63] Cysteinreste kdnnen dabei mit einer Vielzahl an
Schwermetallionen reagieren wie (Zn?*, Cd?*, Pb?*, Hg?*, Ag"), dies liegt an der groRen
Affinitat der Schwefelgruppen zu diesen Metallen. Als Ergebnis kdnnen Proteine, die
Aminosduren mit Thiolgruppen enthalten, inaktiviert oder deformiert werden, was zum
Ausfall zahlreicher Funktionen in den Zellen fiihren kann.[62][64][65] Ein weiterer in
der Literatur beschriebener moglicher Wirkmechanismus ist, dass positiv geladene
Silberionen die Mdglichkeit einer Reaktion mit der negativ geladenen Mureinschicht der
Zellwand der Bakterien haben. Die Mureinschicht besteht aus Aminosduren und Zucker
und ist Bestandteil der Zellwand von Bakterien. Ein Defekt oder die ganzliche Zerstérung
der Zellwénde flihren zu einem Austreten von Zellbestandteilen und zum Zelltod.
Aufgrund der unterschiedlichen Struktur im Aufbau der &uReren Zellhille zwischen
grampositiven und gramnegativen Bakterien ergeben sich theoretische Wirkunterschiede.
Hierbei wurde in einigen Studien gezeigt, dass identische Konzentrationen von
Silberionen verschieden stark auf grampositive und gramnegative Bakterien wirken. Da
gramnegative Bakterien eine &duBere Membran besitzen, besteht auch hier eine
Interaktionsmoglichkeit der Silberionen mit dieser Membran. Da Silber auch gegen
gramnegative Bakterien eine gute Wirksamkeit besitzt, scheint die Membran ein weiteres
Ziel fur Silberionen zu sein. Durch die beschriebenen Zellwand- und Membrandefekte
und zelleigenen Transportmechanismen eingeschleuste lonen kdnnen weitere wichtige
Zellfunktionen im Zytoplasma storen. Zu solchen Zellfunktionen gehoren die
Energieerzeugung, verschiedene Enzymfunktionen und die
Zellreplikation.[60][62][66][67][68][69] Auch eine direkte Interaktion der Silberionen
mit den Nukleinsduren bzw. mit den Basen der DNS, spezifisch mit deren
Phosphatgruppen, sind weitere mogliche Ursachen fir die antibakterielle Wirkung des
Silbers.[62][70][71][72][73][74] Eine Ubersicht der mdglichen Interaktionspunkte
zwischen Silbernanopartikeln und einzelnen Zellbestandteilen ist in Abbildung 7
schematisch aufgefihrt.[75][76]
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Membran
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.DNS Schaden

Oxidierte
Zellbestandteile

Freisetzung von
Schwermetallionen

Reaktive Sauerstoff
Spezies

Unterbrechung des
transmembranen
Elektronenaustausches

Abbildung 7: Wirkmechanismus von Silber und Zink auf Bakterienzellen nach Hajipour et al.[77]

Durch diese, im Gegensatz zu Antibiotika, unspezifischen Wirkmechanismen des Silbers
ergeben sich zwei Vorteile. Zum einen wirken Silberionen gegen eine breite Palette von
Mikroorganismen wie Pilze, Viren und Bakterien.[78] Zum anderen wirken sie gegen
viele Antibiotika-resistente Bakterien, wie Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
(MRSA) und Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE).[79] Auch eine Ausbildung
von Resistenzen der Mikroorganismen gegen Silber wird durch diese unspezifischen
Angriffspunkte minimiert bzw. stark verringert. Die Wirksamkeit von Silberionen ist
dabei in der Regel abh&ngig von der Konzentration, analog zu vielen anderen Wirkstoffen
in der Medizin. Kleinere Silberpartikel wie Silbernanopartikel haben das Potenzial,
deutlich groRere Mengen an Silberionen freizusetzen. Dies ist mit der groferen
Oberflache im Vergleich mit Partikeln mit groBerem Durchmesser zu erkldren. Studien
der letzten Jahre haben belegt, dass der Einsatz von Silber gegen Biofilme eine
zusatzliche Behandlungsoption darstellt. Das Silber reduziert dabei die Adh&sion von
Biofilmen, kann Bakterien innerhalb der Matrix téten und weiterhin die Empfindlichkeit
der Bakterien gegen Antibiotika erhthen.[80][81][82] Die verstarkende oder
unterstutzende Wirkung von Silber in Kombination mit Antibiotika konnte in einer Studie
von Morones-Ramirez et al. ebenfalls nachgewiesen werden, in der Silbernanopartikel in
Kombination mit Antibiotika eingesetzt wurden und somit die minimale Hemm-
Konzentration von Vancomycin gegen gramnegative Bakterien signifikant reduziert
werden konnte. Es zeigte sich, dass die Silberionen die Permeabilitiat der Membran bzw.

der Zellwand herabsetzten und somit das Vancomycin effektiver wirken konnte.[83]
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Neben der antibakteriellen Wirkung von Silber haben einige Studien einen positiven
Effekt bei der Heilung von Wunden beobachtet. Hierbei konnte beim Einsatz von
Nanosilber, Silbernitrat und verschiedenen silberhaltigen Wundauflagen eine
entzundungshemmende Wirkung beobachtet werden. Weiterhin kam es zu einer
BlutgefaBbildung  (Angiogenese) und somit zu einer Forderung des
Heilungsprozesses.[84][85][86][87] Jedoch ist Silber nicht im Stoffwechselkreislauf und
auch an keinen weiteren biologischen Funktionen im Korper beteiligt. Im Falle von
Wundauflagen verbleiben groRe Teile des Silbers selbst in der Wundauflage, die lonen
bzw. Konzentrationen, welche an die Wunde abgegeben werden, binden sich in der Regel
mit den Mikroorganismen oder mit Proteinen in der Wunde. Geringe Mengen werden
dabei systemisch absorbiert.[85] Ein GroRteil des Silbers wird iber Kot und Urin aus dem
Korper ausgeschieden. Bisher konnten keine Belege gefunden werden, dass Silber in das
zentrale oder periphere Nervensystem absorbiert wird.[84]

1.6.2 Zinkoxid

Zink als Element der 12. Hauptgruppe im Periodensystem der Elemente ist im Gegensatz
zu Silber ein nicht verzichtbares Element fir viele biologische Prozesse. Zink ist fur den
menschlichen Korper durch die Rolle als Kofaktor fur tber 300 Enzyme, die flr wichtige
physiologische und biochemische Funktionen bendtigt werden, essenziell. Weiterhin ist
Zink bei der DNS-Synthese im Korper ein grundlegender Bestandteil.[88][89] Die erste
dokumentierte Anwendung von Zink, als Zinkoxid in medizinischen Bereich wurde in
Form von Calamine vor mehr als 3.000 Jahren im Papyrus Ebers und in den friihen
indischen ayurvedischen Schriften beschrieben.[90] Calamine ist ein Stoffgemisch aus
mit geringen Mengen Eisen (Ill) -oxid eingefarbtem Zinkoxidpulver, welchen zur
Behandlungen der Haut bei Lasionen und Juckreiz verwendet wird. Es trocknet die Haut
leicht aus. Es wird von der Weltgesundheitsorganisation als unentbehrliches Arzneimittel
zur Behandlung von Juckreiz aufgefihrt. Weiterhin ist eine adstringierende und leicht
antiseptische Wirkung beschrieben. Somit ist die heilungsférdernde Wirkung von
Zinkoxid bei der Behandlung von Wunden ebenso lange bekannt wie die antibakterielle
Wirkung von Silber. Der entscheidende Vorteil von Zinkoxid liegt darin, dass es im
Stoffwechsel des Korpers verarbeitet werden kann. Somit kdnnen wie bei Silber
Uberschissige Zinkoxidkonzentrationen ausgeschieden werden, vom Korper benétigte
Mengen jedoch direkt in den Metabolismus mit eingebunden werden. Allerdings wird der
antibakterielle Effekt von Zinkoxid weitaus weniger genutzt oder angewendet. Bereits

Studien aus dem Jahr 1993 zeigten, dass die Zugabe von Zinkoxid zu hydrokolloiden
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Wundverbénden eine signifikante Reduktion der Bakterienbelastung an postoperativen
Wunden von Schweinen hervorrief.[91] Die Untersuchung der antibakteriellen Wirkung
von Zinkoxid ist, ebenso wie die Nutzung von Silber, in den vergangenen Jahren vermehrt
in den Fokus der Forschung gertickt. Die Veroffentlichungen zu diesem Thema stiegen
laut SciFinder in den neunziger Jahren signifikant an, siehe Abbildung 8. Jedoch ist im
Vergleich zu Silber die antibakterielle Wirkung von Zinkoxid nicht derart intensiv
untersucht worden, was mdglicherweise mit dem geringeren antibakteriellen Potenzial
des Zinkoxides im Vergleich zum Silber zusammenhéngt.
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Abbildung 8: Verdffentlichungen zum Thema ,,Zinkoxid* und ,,antibakteriell“ der letzten 100 Jahre nach
SciFinder.[92]
Wie auch Verbindungen anderer Schwermetalle wurde Zinkoxid bereits in einer Vielzahl
von wissenschaftlichen Arbeiten auf seine antibakterielle Aktivitat hin untersucht. Der
genaue Wirkungsmechanismus der antibakteriellen Aktivitat wurde allerdings noch nicht
abschlieBend geklart. Die nach aktuellem Stand wahrscheinlichsten Wirkmechanismen
beruhen unter anderem ahnlich wie bei Silber auf der direkten Interaktion von Zinkionen
mit Zellbestandteilen (siehe Abbildung 7).[93][94][95] Direkte Interaktionen von
Zinkoxidnanopartikeln und daraus resultierende destruktive Einflissen auf die
Bakterienhulle wurde in mehreren Studien dokumentiert.[96][97][98] Die bereits
erwéhnten Bindungen von Schwermetallen an Cystein betreffen auch positiv geladene
Zinkionen, welche vom Zinkoxid an die Umgebung abgegeben werden kdnnen. Der
Effekt ist &hnlich der Bindung von Silber an diese Schwefelgruppen und fihrt zu
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Funktionsstorungen in den Bakterienzellen.[64] Die somit beschriebenen mdoglichen
Wirkmechanismen &hneln denen des Silbers. Auch bei Zinkoxid ist die GroR3e der Partikel
ein relevanter Faktor fur die Wirksamkeit gegen Bakterien.[97][99][100] Es wurde
gezeigt, dass bei der Herstellung bzw. bei der Verarbeitung die Temperaturbelastung der
Partikel eine entscheidende Rolle fiir deren Wirksamkeit darstellt. Fir Partikel, welche
héheren Temperaturen ausgesetzt wurden, konnte eine geringere antibakterielle Aktivitét
nachgewiesen werden.[99] Ein weiterer Wirkmechanismus, welcher in der Literatur
beschrieben wird, ist der photokatalytische Effekt des Zinkoxids. Dieser Effekt beruht auf
der Erzeugung von freien Ladungstrdgern durch die Energiezufuhr von Licht oder
Strahlung (UV), welche in der Lage sind, organische Substanzen zu oxidieren und
reduzieren.[101][102][103] Dieser Effekt ist jedoch bei der Nutzung von abgedeckten
Wunden mit einem Verband nicht von Belang, da hierbei keine UV-Strahlung zu den

eingelagerten Partikeln dringen kann.
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2  Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Technik der Atmospharendruckplasmabeschichtung
(APCVD) zu nutzen, um antibakterielle Wundauflagen zu erzeugen. In Anlehnung an
Abbildung 3 in Kapitel 1.5.3 sollen silizium-organische Schichten (SiOx, Monomer A)
auf verschiedene, fir Wundauflagen geeignete textile Substrate abgeschieden werden.
Diese sollen unter Verwendung verschiedener Konzentrationen der antibakteriell
wirkenden Metalle (Monomer B) Silber und Zinkoxid bezlglich ihrer antibakteriellen
und zytotoxischen Wirkung beurteilt werden. Aufgrund der interdisziplindren
Komplexitdt des Themas werden verschiedene physikalische und biologische
Untersuchungsmethoden genutzt. Es sollen folgende Teilziele durch Bearbeitung

entsprechender Aufgabenstellungen erreicht werden:

« Beschichtung von Textilien, welche als Ausgangsmaterial fir Wundauflagen genutzt
werden, mittels Atmospharendruckplasma, um eine zusatzliche Funktionalitét

(antibakterielle Wirkung) zu erhalten.

> Einsatz von zwei verschiedenen Gewebestrukturen der Textilien, um den
Einfluss der Beschichtung auf verschiedene morphologische Strukturen zu
erhalten.

> Einsatz einer Siliziumdioxidmatrix fir die Beschichtung als Tréager fir die
antibakteriellen Wirkstoffe.

» Mikroskopieren der Textilien sowie rasterelektronenmikroskopische (REM)
Aufnahmen der Textilien vor und nach der Beschichtung zur Visualisierung der
morphologischen Verdnderungen.

» Messung und Visualisierung der Wirkstoffverteilung auf den Textilien mittels
Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS); parallel dazu modellhafte
Charakterisierung des Schichtaufbaus der abgeschiedenen Schichten mittels
XPS an Siliziumwafern (Tiefenprofil).

» Kontrollierte Wirkstofffreisetzung durch Anpassung der Beschichtungsparameter und
Vergleich mit am Markt befindlichen antibakteriellen Wundauflagen.

» Messung der Freisetzung (nach 24 h) von Silber und Zink mittels ICP/OES an

Extrakten, hergestellt nach DIN EN ISO 10993-12 aus den beschichteten

Wundauflagen und am Markt verfligbaren silberhaltigen Produkten.

2 Zielstellung



25

> Verdoppelung der eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen bei der Beschichtung
und Erfassung der daraus resultierenden Anderung des Freisetzungsverhaltens

der Wirkstoffe aus den beschichteten Wundauflagen.

Vergleich von Silber- und Zinkoxid-haltigen Agenzien als antibakterieller Wirkstoff

gegen grampositive und gramnegative Bakterien auf diesen Wundauflagen.

» Ermittlung der antibakteriellen Wirkung mittels BacTiter-Glo (BTG) Assay,
Plattentropftest (KBE), Lasernephelometrie und JISL 1902:1998-Test an den
Testmikroorganismen Escherichia coli HB101, Klebsiella pneumoniae ATCC
4352, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 33591
(MRSA), um die antibakterielle Wirkung mit verschiedenen biologischen

Assays zu verifizieren.

Ermittlung des zytotoxischen Potenzials aus Extrakten der Wundauflagen hergestellt
nach DIN EN ISO 10993-12 an HaCaT-Keratinozyten-Monolayerzellkulturen.

Vergleich der Wirkung und der Eignung fur Beschichtungen von kommerziell
erhaltlichen Nanopartikeln in den Schichten gegenuber im Plasma generierten

Wirkstoffnanopartikeln aus Metallsalzen.

» Zudosierung identischer Mengen an Silber aus Nanopartikeln und Silber aus
Metallsalzen wéhrend der Beschichtung; identisches VVorgehen mit Zinkoxid aus
Zinkoxidnanopartikeln und aus Zinksalzen.

» Vergleich der Wirkung der beiden Wirkstoffe aus verschiedenen
Ausgangsstoffen (Salze oder Partikel) auf biologische Systeme (zytotoxisch und
antibakteriell).

Reduktion des eingesetzten antibakteriellen Wirkstoffes auf ein nétiges Minimum im

Vergleich zum am Markt befindlichen Produkten.

» Auffinden eines therapeutischen Fensters, bei welchem eine maximale

antibakterielle Wirkung bei gleichzeitiger guter Zellvertraglichkeit eintritt.

Validierung der gewonnenen Erkenntnisse aus Hautzellen-Monolayerzellkulturen an
einem 3D-Hautmodell und Vergleich mit am Markt befindlichen antibakteriellen

Wundauflagen.

> Einsatz der beschichteten Wundauflagen mit eingestelltem therapeutischem

Fenster an 3D-Hautmodellen; Vergleich der beschichteten Wundauflagen (mit
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Silber und Zinkoxid als Wirkstoff) mit am Markt erhéltlichen silberhaltigen
Produkten.

» Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Materialien auf das 3D-
Hautmodell mit dem MTT-Assay fir Vitalfarbung der Zellen, dem LDH-Assay
fiir zytotoxisches Verhalten sowie der Messung von Interleukinen (Botenstoffe
der Zellen des Immunsystems als Reaktion auf Zellstress)

» Durchfiihrung von Hamatoxylin-Eosin-Féarbungen an den Hautmodellen nach
der Inkubation mit den verschiedenen Wundauflagen zur Uberpriifung von

morphologischen Verénderungen in der kinstlichen Haut.

Durch die gezielte Bearbeitung der oben genannten Punkte soll die Mdoglichkeit der
Atmosphéarendruckplasmabeschichtung fir die Modifikation von Wundauflagen
erforscht werden. In diesem Zusammenhang konnten sich neue Ansétze fur die
antibakteriellen Oberflachen mit optimierter Vertraglichkeit fur korpereigene Zellen fur

die Anwendung im medizinischen Bereich ergeben.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verwendete Gerate.

CO,-Brutschrank (5 % COy; 37 °C)

Sanyo Electric, Miinchen, Deutschland

Absorptionsmessgeréat

BMG-Labtech, Allmendgriin, Deutschland

Fluoreszenzmessgerat fiir Zellkulturen

BMG-Labtech, Allmendgriin, Deutschland

Fluoreszenzmessgerat fiir

Bakterienkulturen

GENios Pro, TECAN Austria GmbH, Grodig,

Osterreich

HE-Férbeautomat

Autostainer XL, Leica, Wetzler, Deutschland

Histokinette

Shandon Exelsior ES, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

ICP-OES-Spektrometer

Optima 2100 DV, Perkin EImer, Rodgau, Deutschland

Kugelmihle

Retsch Laborgeréte Haan, Deutschland

Lumineszenzmessgerat

BMG-Labtech, Allmendgriin, Deutschland

Mikrotom

RM 2255, Leica, Wetzler, Deutschland

Mikroskop fiir Zellbegutachtung

Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikroskop fiir Beurteilung der

Beschichtungen

Keyence VHX-1000, Neu-Isenburg, Deutschland

Plattformschiittler

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

Plasma-Jet

TIGRES MEF, Marschacht, Deutschland

Rasterelektronenmikroskop (REM)

Supra 55 VP Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Deutschland

Sputteranlage fur Kohlenstoff und Gold

Cressington 108 auto, Watford, UK

Sterilbank

Thermo Sicentific, Bonn, Deutschland

Thermocycler

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortexer

IKA, Staufen, Deutschland

Wasserbadschiittler

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel,
Deutschland

Rdéntgenelektronenspektroskop (XPS)

Kratos Ultra, Manchester, UK

Zellzahlmessgerat

Scharfe-System, Reutlingen, Deutschland
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Zentrifuge

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien.

Abdeckfolie viewseal

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Auslaufpipetten

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Columbia Schafsblutagar 5 %

(fiir 1SO 20743 und

Mikroplattenlasernephelometrie)

bioMérieux Deutschland GmbH, Nirtingen, Deutschland

Inserts fiir 24-Well-Platten,

Membran aus PET 8 um Porengrofie

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Hochbindende 96-Well-MTP

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

24-Well MTP

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

96-Well-MTP durchsichtig

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Kaniilen

Sterican, Braun, Melsungen, Deutschland

Kombitips

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Safe-lock-GefaRe

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Silizium-Wafer (100)

Si-Mat —Silicon Materials e.K., Kaufering, Deutschland

ThinCert tiefe 12-Well Platten

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Zentrifugenrdhrchen 15 ml und 50

ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Tabelle 6: Chemikalien, Lésungen, Reagenzien und Medien.

Ethanol 96 %

Nordbrand Nordhausen, Nordhausen,

Deutschland

Ethanol absolut

Nordbrand Nordhausen, Nordhausen,
Deutschland

BSA

Probumin™, Celliance, lllinois USA

CaCl; -Lésung

1 N, enthélt 0,05 mol/l Ca%* und 1 mol/l CI,

Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland
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DMEM mit L-Glutamin und 4,5 g/l Glucose, PromoCell,
Heidelberg, Deutschland
EDTA 1 % (w/v) in PBS w/o Ca2+, Mg2+, Biochrom,

Berlin, Deutschland

Einbettmedium

Histofluid, Marienfeld, Kénigshofen, Deutschland

Eosin

Eosin G, Merck, Darmstadt, Deutschland

FKS

FCS-500 EU, Normal Human Cells, fiir 30 min
bei 56 °C inaktiviert, PromoCell, Heidelberg,
Deutschland

Formalin-L&sung

4 % Formalinlosung, gepuffert, pH 7,4, Dr. K.
Hollborn & S6hne, Leipzig, Deutschland

Gentamycin 10 mg/ml, Life Technologies, Carlsbad, USA

Héamatoxylin fir HE-Farbung, Hamatoxylin 11 nach Gill,
Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol 2-Propanol, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Keratinozyten-Basal-Medium 2

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Kochsalzlésung isotonisch

0,9 %, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg von der
Hdéhe, Deutschland

Kollagen

Rattenschwanz-Kollagen, Fraunhofer-Institut
Stuttgart, Deutschland

Liquid Coverslip

Roche, Basel, Schweiz

Paraffin

Merck, Darmstadt, Deutschland

PBS

Dulbecco’s PBS w/o Ca2+/Mg2+ (1-fach und 10-
fach), PromocCell, Heidelberg, Deutschland

Schwefelsaure

Roth, Karlsruhe, Deutschland

SDS

10 % Losung, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Silbernanopartikel

ETC Products GmbH, Deggendorf, Deutschland

Silbernitrat

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Deutschland

TMB-Substratlésung

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trypsin/EDTA 0,05 %, Life Technologies, Carlsbad, USA
Tryptone Soya Broth Oxoid, Wesel, Deutschland
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Tween Tween 20, Roth, Karlsruhe, Deutschland
Xylol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zinknitrat Riedel-de Haen , Miinchen, Deutschland
Zinkoxid-Nanopartikel Skyspring Nanomaterials, Houston, USA

Tabelle 7: Mikroorganismen, Zellen, Kits und ELISAs.

ATPlite Luminescence Assay PerkinElmer, Waltham, USA
System 5000 Assay Kit

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) | Roche, Basel, Schweiz

BacTiter-Glo™ Promega, Fitchburg, USA

BC-Assay: Protein Assay Kit Uptima, interchim, Montlucon, Frankreich
Escherichia coli HB101 Leibniz-Institut DSMZ, Braunschweig, Deutschland
ELISA fiir humanes IL-1a R&D Systems, Minneapolis, USA

ELISA fir humanes IL-6 Mabtech, Nacka, Schweden

ELISA flr humanes IL-8 R&DSystems, Minneapolis, USA

HaCaT-Zellen (Mono- PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Zellkulturen)

Klebsiella pneumoniae ATCC Leibniz-Institut DSMZ, Braunschweig, Deutschland
4352
Normale humane dermale PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Fibroblasten NHDF (Hautmodell)

Normale humane epidermale PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland
Keratinozyten NHEK
(Hautmodell)

Staphylococcus aureus ATCC Leibniz-Institut DSMZ, Braunschweig, Deutschland
6538

Staphylococcus aureus ATCC Leibniz-Institut DSMZ, Braunschweig, Deutschland
33592

Tabelle 8: Zusammensetzung von Zellkulturmedien und L&sungen.

Ausschuttelflussigkeit fir JIS L 1 ml Tween20 auf 500 ml isotonische Kochsalzlésung
1902 / 1SO 20743

Caso-Bouillon 1 Liter destilliertes \Wasser

+ 3 g LabLemco Powder, Oxoid Deutschland GmbH
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+ 5 g Special Peptone, Oxoid Deutschland GmbH

DMEM 10 % + DMEM
(Submersmedium fir Hautmodelle) | + FCS (10 %)

+ Gentamycin (50 pg/ml)

HaCaT-Medium DMEM
+10 % FKS

+1 % Antibiotikum (Pen/Strep/Fungizonr)

PBS-BSA 1 g BSA auf 100 ml PBS (PBS mit 1 % BSA)

PBS-T-BSA 0,1 g BSA und 50 pl Tween auf 100 ml PBS

(PBS mit 0,05 % Tween und 0,1 % BSA)

Waschpuffer 500 pl Tween auf 11 PBS (PBS mit 0,05 % Tween)

Incubation Buffer 0,1 g BSA und 50 pl Tween auf 100 ml PBS

(PBS mit 0,05 % Tween und 0,1 % BSA)

3.2 Verwendete Textilien / Triigermaterialien

Fur die vorliegende Arbeit wurden exemplarisch zwei kommerziell erhéltliche
Materialien (A und B) fiir die Beschichtungen ausgewéhlt, welche bereits ohne
Modifikationen in der Praxis angewandt werden. Weiterhin wurden drei Materialien
(Bakterienzellulose, Lyocell und ein Gemisch aus Polyester und Cellulose (PES/CV))
verwendet, welche fir zahlreiche Vorversuche genutzt wurden, um wesentliche
Parameter der Beschichtungen wie Precursorkonzentration und antibakterielle und
zytotoxische Wirkung einzugrenzen. Die Firma, welche die beiden am Markt genutzten
Materialien (A und B) bereitgestellt hat, darf aus Griinden des Datenschutzes nicht weiter
namentlich genannt werden. Die Materialien A und B bestehen aus zwei Komponenten
fir Wundauflagen, einem Gemisch aus Polyamid 6- und Viskosefasern. Das
Mischungsverhéltnis wurde vom Hersteller nicht angegeben. Jedoch wurde Material B
mit einem gréReren Anteil von Viskose hergestellt, was dem Material die Eigenschaften
ahnlich eines Superabsorbers (grofe Wasseraufnahme) verleiht. Beide Materialien
kommen bei einer Anwendung als Wundauflagen in direkten Kontakt mit kérpereigenem
Gewebe bzw. der Wunde. In Tabelle 9 wurden die vom Hersteller genannten
Eigenschaften aufgefuhrt. In den Abbildungen 9 bis 12 sind beide Materialien in
mikroskopischen Aufnahmen dargestellt. Pro Beschichtung der Materialien A und B

wurden ProbengroRen in den Abmalien eines Ab-Blattes (210 x 148 mm) genutzt. Die
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drei fUr Vorversuche genutzten Materialien waren im einzelnen PES/CV von der Firma
Thorey, Bakterienzellulose von der fzmb GmbH sowie Lyocell vom Thiringischen
Institut flr Textil- und Kunststoff-Forschung e. V. (TITK). Die verfligbaren Kenndaten
dieser Materialien sind in Tabelle 10 dargestellt. Das Material PES/CV aus
Polyesterfasern und Viskoseanteil von 33 % wird in der Bekleidungsindustrie genutzt.
Lyocell ist eine Kunstfaser, welche aus Holz hergestellt wird, die Fasern werden vor allem
im Bekleidungsbereich verwendet. Die gefriergetrocknete Bakteriencellulose besteht aus
reiner Cellulose und wird unter anderem fir kosmetische Anwendungen eingesetzt. Fir
die Vergleichbarkeit von hergestellten beschichteten Wundauflagen wurden am Markt
befindliche Produkte mit und ohne Silber genutzt. In Tabelle 11 sind die am Markt
befindlichen Vergleichsmaterialien kurz beschrieben, diese wurden teilweise als
Referenzen fur zytotoxische und antibakterielle Assays sowie die Ermittlung der
Freisetzungsraten des Silbers verwendet. Aufgrund des Datenschutzes wurden die
Markennamen durch Synonyme M1, M1S, M2, M2S und M3S ersetzt (Tabelle 11).

Tabelle 9: Ausgewdhlte Kenndaten der verwendeten Materialien A und B.

Anwendung / Kenndaten Material A Material B

Anwendungsgebiet Wundkissen / Pflastertrager Kompressenumhiillung

Faser (DIN 60001-T01) viscose-rayon + Polyamide | viscose-rayon (Hauptanteil) +
(Hauptanteil) Polyamide

Bindesystem (EN 29092) Thermisch Thermisch

Vliesstruktur (EN 29029) Trockenvlies Trockenvlies

Flachengewicht (EN 29073-T1) | 120 g/m? 37 g/m?

Dicke (EN ISO 9073-T2) 1,0 mm 0,43 mm

Sterilisierbarkeit Dampf, Gas, Strahlen Dampf, Gas, Strahlen
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Abbildung 9: Mikroskopische Abbildung 10: Mikroskopische
Ubersichtsaufnahme von Material A (Mafstab Ubersichtsaufnahme von Material B (MaRstab
1000 pm). 1000 pm).

: : Bl ) a M, . o3 .”;\ ,
Abbildung 11: Mikroskopische Detailaufnahme Abbildung 12: Mikroskopische Detailaufnahme
von Material A an einer Verbindungsstelle des von Material B an einer Verbindungsstelle des
Bindesystems (Mal3stab 200 pum). Bindesystems (Mal3stab 200 pum).

Tabelle 10: Ausgewahlte Kenndaten der Materialien fiir Vorversuche PES/CV und Bakterienzellulose.

Anwendung/Kenndaten | Bakteriencellulose | Lyocell PES/CV

Faser (DIN 60001- Cellulose (reinst) Cellulose Polyester (66 %) /Viskose
TO1) (33 %)

Flachengewicht (EN 3 g/m? 30 g/m? 300 g/m?

29073-T1)

Sterilisierbarkeit Dampf, Gas, Dampf, Gas, Strahlen Dampf, Gas, Strahlen
Strahlen
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Tabelle 11: Am Markt befindliche Produkte mit und ohne Silberanteil (keine Markenbezeichnungen).

Material Beschreibung

M1 Tamponade aus Hydrofiber

M1S Tamponade aus Hydrofiber mit Silber
M2 Calciumalginat-Verband

M2S Calciumalginat-Verband mit Silber
M3S Mit Silber impragnierter Schaumstoff

3.3 Wirkstoffe im Plasma

Fur eine funktionelle Plasmapolymerisation mit eingebrachten antibakteriellen
Wirkstoffen ist die gezielte Auswahl von geeigneten Ausgangsstoffen, welche wahrend
der Plasmapolymerisation eingelagert oder umgesetzt werden, notwendig. Bei einer
angestrebten Schichtstarke von ca. 50 nm sollten die verwendeten Substanzen eine
molekulare Dimension in dieser GrofRenordnung haben oder sollten im Plasma zu
Partikeln dieser Dimension umgesetzt werden, um eine feste Einlagerung des Wirkstoffes
zu erreichen. Am Markt erhéltliche Nanopartikel der beiden Wirkstoffe Silber und
Zinkoxid sind in verschiedenen Groen von 10 nm bis in den Mikrometerbereich
erhaltlich. Um die Partikel gezielt in die Schicht zu integrieren, sollte ihr Durchmesser
unter 50 nm liegen. Dem zufolge wurden Nanopartikel mit primaren PartikelgroRen von
20 bis 30 nm ausgewahlt. Fir den Wirkstoff Silber wurden von der Firma ETC Products
(Deggendorf, Deutschland) Partikel mit einer GroRe von 20 nm gewdhlt. Im Fall von
Zinkoxid wurden Partikel in den GroBen zwischen 10 und 30 nm von SkySpring
Nanomaterials, Inc. (Houston, Texas, USA) bezogen. Durch die Nutzung von Plasmen
als Beschichtungswerkzeug ist eine weitere Option fir die Einlagerung der Wirkstoffe in
der Schicht gegeben. Erganzend zu den erhaltlichen Nanopartikeln kénnen Metallsalze
von Silber und Zink genutzt werden, um unter Verwendung des Plasmas diese in ihre
metallische bzw. oxidische Form zu tberfiihren. Somit kdnnen aus Metallsalz im Plasma
generierte Partikel wéhrend der Polymerisation in die aufwachsenden Schichten
eingelagert werden. Der Vorteil bei der Nutzung von Metallsalzen ist eine erhebliche
Kostenreduzierung der Ausgangsubstanzen, welche je nach Qualitat der zugekauften
Partikel die Kosten der gesamten Beschichtung deutlich verringern konnen. Als
Metallsalz fur den Wirkstoff Silber wurde Silbernitrat (AgNOs, 99,8 %, Sigma-Aldrich)
ausgewahlt. Um Zinkoxidnanopartikel im Plasma zu generieren, wurde als Metallsalz
Zinknitrat-Hexahydrat (Zn (NOs) 2 - 6 H20, Riedel-de Haen) gewdhlt. Ein weiterer
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Vorteil der Salze liegt in der Verarbeitung und Lagerung der Metallsalze vor der
Anwendung und wéhrend der Beschichtung. Losungen der Metallsalze sind im
Allgemeinen sehr homogen und haben eine hohe Stabilitat. Hingegen verfiigen eigens
hergestellte Nanopartikelsuspensionen oder zugekaufte Nanopartikelsuspensionen Uber
eine geringere Haltbarkeit, da die Neigung von bereits vorhandenen Partikeln zur
weiteren Agglomeration und Separation in einer Suspension steigt. Der zusatzliche
Aufwand begriindet sich durch die Zugabe von Stabilisatoren, welche negative Einfliisse
auf die Beschichtung ausiben konnten. Eine Anwendung der Suspension wird technisch
anspruchsvoller, da durch die Einwirkung von Ultraschallwellen auf die Suspension
wahrend der Beschichtung Agglomerate getrennt werden missen. In Tabelle 12 sind alle

fiir die Beschichtungen verwendeten Agenzien aufgelistet.

Tabelle 12: Precursoren und Precursorchemikalien nach Hersteller und PartikelgréRen.

Name Summenformel Hersteller PartikelgréRen
Silbernanopartikel Ag ETC Products 20 nm

In Abhéngigkeit der
Silbernitrat AgNO3 SIGMA ALDRICH Aerosolerzeugung

Zinkoxidnanopartikel | ZnO SkySpring Nanomaterials 10- 30 nm

In Abhéngigkeit der

Zinknitrat hexahydrat | Zn (NOs) 2 - 6H,O | Riedel-de Haen Aerosolerzeugung

Die durch das Plasma gegebene Mdglichkeit der direkten Partikelherstellung ist abhéngig
von der Zufiihrung der Substanzen in das Plasma. Um aus den Metallsalzen mdglichst
fein verteilte Nanopartikel zu generieren, welche in die Schicht eingelagert werden sollen,
sind Losungen dieser Salze erforderlich. Diese gelosten Metallsalze wurden mithilfe einer
Zweistoffdise in das Plasma eingespeist. Die Bestandteile der Metallsalze werden dabei
im Plasma zersetzt. In Abhéngigkeit vom erzeugten Aerosolnebel entstehen
Nanopartikel, welche in die Plasmapolymerschicht eingelagert werden. Die zwei
wesentlichen Charakteristika fir die Einlagerung sind die Konzentration des Wirkstoffes
in der eingesetzten Ldsung und die entstehende TropfchengroBe des Aerosolnebels.
Mithilfe der LARS-Dosiereinheit (Liquid Aerosol Redirecting System) wurden die
erzeugten Tropfchen weiter separiert, somit kommen nur feinste Aerosoltropfchen in die
Plasmazone.[14] Die durchschnittlich ermittelten TropfchengréRen, welche dem Plasma
zugefiihrt wurden, sind in der GréRRenordnung von etwa 300 nm (gemessen mit TOPAS
LAP 322 - Aerosol-PartikelgréfRenspektrometer, TOPAS GmbH Deutschland Dresden).

Jedoch war diese Messung am unteren Grenzwert des Messbereiches und erlaubte keine
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Rickschlisse uber TropfchengréfRen unterhalb von 300 nm. Die tatsdchlich entstehenden
Nanopartikel aus diesen Tropfchen sind abermals deutlich kleiner als diese Tropfchen, da
der Losungsmittelanteil der Tropfchen im Plasma verdampft und lediglich der
Feststoffanteil bzw. Wirkstoffanteil Ubrigbleibt. Der geloste Wirkstoffanteil in den
Tropfchen liegt im Fall von Silber bei 5 % und bei Zink bei 25 %.

3.4 Versuchsanlage und Durchfiihrung der APCVD-Beschichtung

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasma-Beschichtungsanlage setzt sich aus
mehreren Einzelkomponenten zusammen, welche in Abbildung 13 als Schema dargestellt
sind. Die eigentliche Plasmaanlage besteht aus einem Tigres Plasma Blaster MEF-
System, welches aus einer Steuereinheit und einer elektrischen Versorgungseinheit
besteht. Der Plasmakopf, welcher fir die Erzeugung des Plasmajets verantwortlich ist,
besteht aus einer modifizierten Edelstahl-Aulienelektrode (Abbildung 14). Diese
Modifikation erlaubt es, in das Plasma zusétzliche Precursoren einzuspeisen. Im Inneren
der AuBenelektrode befindet sich konzentrisch angeordnet die innere Gegenelektrode,
welche aus einer Messinglegierung besteht. Das Plasma wird zwischen der
Innenelektrode und der AuRenelektrode geziindet. Die Plasmaleistung ist an der
Steuereinheit in einem Bereich von 100 Watt bis 500 Watt stufenlos regulierbar. Das
Plasma wird durch angelegte Druckluft im Bereich von 4 bis 6 bar aus der Dilse heraus
getrieben. Um den Plasmajet wéahrend des Betriebs durchgehend aufrecht zu halten, wird
die Leistungsabgabe begrenzt. Hierzu wird die Arbeitsfrequenz automatisch an die
entsprechende Leistung angepasst. Diese Anpassung wird im Bereich von 35 bis 52 kHz
vorgenommen. Sowohl die eingebrachte Leistung als auch der Druckbereich der
angelegten Druckluft beeinflussen die Abscheideraten wéhrend der Beschichtung
erheblich. Weiterhin ist die Wahl des Prozessgases ein wichtiger Faktor fiir verschiedene
Beschichtungsbedingungen. Es konnen Argon, Druckluft, Sauerstoff oder Stickstoff
verwendet werden. Das erzeugte Plasma hat in Abh&ngigkeit von der Leistung
Gastemperaturen bis zu 250 °C. Die bereits zuvor erwéhnte modifizierte AuRenelektrode
wird dazu genutzt, um zerstdubte Precursoren in das Plasma zu dosieren. Der
Zerstaubungsprozess erfolgt durch eine im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Aerosoleinheit.[104] Diese erlaubt unter Zuhilfenahme einer Zweistoffdlse eine sehr

feine Zerstdubung von Precursoren in den Gasstrom des Plasmas.
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Abbildung 13: Prinzipaufbau der APCVD-Beschichtungsanlage.

Innenelektrode  AuRRenelektrode

|
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Abbildung 14: Querschnitt der AulRenelektrode des Plasmajets.

Eine weitere Grundkomponente ist die Precursor-Dosiereinheit Pyrosil ® STS 10.0 der
Firma Sura Instruments GmbH. Diese wird genutzt, um siliziumorganische Precursoren
(HMDSO) einzudosieren. Im Inneren der Anlage wird (ber ein Mass-Flow-Controller-
geregeltes Verdampfersystem HMDSO einem Tragergasstrom zugefihrt. Der so
aufgenommene gasformige Precursor wird in den Hauptgasstrom der Plasmaanlage
zudosiert, in welchem er sich gleichmaRig verteilt. Die fur eine flachige Beschichtung

von Substraten ndétige Positionierung und Bewegung der Substrate wird (ber ein
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computergestitztes Linearachsen-Positionierungssystem der Firma Pasim Direktantrieb
GmbH realisiert. Durch das Positionierungssystem ist es moglich, definierte
Verfahrmuster und Rasterabstdnde reproduzierbar einzustellen. Wie bereits erwéhnt,
wurde die AuRenelektrode des Plasmabrenners modifiziert, sodass verschiedene
Precursoren in unterschiedliche Positionen in das Plasma eingespeist werden kdnnen. In
der Kombination mit der Dotierung des Hauptgasstromes mit einem siliziumorganischen
Precursor konnen komplexe Schichtsysteme abgeschieden werden. Hierbei bildet der
siliziumorganische Precursor (HMDSO) die Matrix-Schicht aus. Das gasformige
HMDSO wird dabei in Abhdngigkeit von den Plasmaparametern wie Leistung, Vordruck
und Arbeitsabstand sowie der relativen Geschwindigkeit des Substrates unter dem
Plasmajet schichtbildend umgesetzt. Der zweite Precursor, welcher als zerstdubte
Flissigkeit mithilfe einer Zweistoffdilise tber die Aerosoleinheit dem Plasma zugefihrt
wird, wird im Falle von antibakteriellen Beschichtungen dafur genutzt, um Wirkstoffe als
feine Partikel in die sich bildende Matrix-Schicht einzubauen.[46] Die in Tabelle 13
aufgefiihrten Parameter spiegeln die wesentlichen technischen Parameter fir die
Beschichtung eines Substrates wider. In Abhdngigkeit von den zu erzielenden
Eigenschaften der Schicht und des zu beschichtenden Substrates missen diese
entsprechend angepasst werden. Fir die Beschichtung von temperaturempfindlichen
Substraten wie Textilien oder spezifischen Wundauflagen muissen geringere
Plasmaleistungen, hohere Vordricke und hohere Verfahrgeschwindigkeiten des
Substrates unter dem Plasmajet gewahlt werden. Diese stehen jedoch in Konkurrenz zu
einer schnellen und effektiven Beschichtung mit ausreichender Matrixschichtstarke, um
genugend Wirkstoff einzulagern. Somit muss ein speziell angepasstes Parameterfeld fur
die jeweiligen Beschichtungen und die angestrebten resultierenden Schichteigenschaften
ausfindig gemacht werden. Im Falle von antibakteriellen Wundauflagen mit
antibakterieller und nicht zytotoxischer Wirkung muss auf der Basis der Ergebnisse der
biologischen Assays das Beschichtungsregime angepasst und neu durchlaufen werden.
Dieser Schritt wurde entsprechend oft durchlaufen, bis die gewiinschten Eigenschaften

erzielt werden konnten.
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Tabelle 13: Anlagenparameter der APCVD Beschichtungstechnik.

Parameter Bereiche

Leistung Plasmaanlage 100 - 500 W

Vordruck 4 - 6 bar (bis 8 moglich)
Abstand AuBenelektrode zum Substrat 3-20mm

Rasterabstand fiir Beschichtung 1-3mm

Avrbeitsgase Argon, Druckluft, Sauerstoff, Stickstoff
Frequenz Automatik (35 - 52 kHz)
Vordruck Zweistoffdiise 0,5-1,5 bar

Fluss Trégergas LARS 5-20l/min

Fluss HMDSO (erster Precursor) 1 - 15 ml/min (gasformig)
Fluss zweiter Precursor 1 - 200 pl/min (flussig)
Verfahrgeschwindigkeit Substrat 10 — 250 mm/s

Relevant flr die antibakterielle Wirkung sind die Konzentration des antibakteriellen
Wirkstoffes und dessen Verteilung in der Matrixschicht. Beschichtet wurden sowohl
Siliziumwafer fur eine umfangreiche physikalische Schichtcharakterisierung, als auch die

eigentlichen Wundauflagenmaterialien A und B fur die biologischen Untersuchungen.

3.5 Analytische Methoden

3.5.1 Visuelle Charakterisierung der erzeugten Wundauflagen

Beschichtungen konnen das visuelle Erscheinungsbild von Wundauflagen auf
makroskopischer und mikroskopischer Ebene verandern. Eine Erfassung dieser
Unterschiede kann sowohl mit bloBem Auge als auch unter dem Lichtmikroskop erfolgen.
Fur die Beurteilung der makroskopischen Unterschiede wurden Aufnahmen mittels einer
Spiegelreflexkamera (Canon EOS 1000D) der nicht beschichteten und beschichteten
Textilien angefertigt. Die mikroskopischen Veranderungen wurden in hoheren
VergroRerungen (20 fach) mittels Stapelaufnahmen in einem Mikroskop (Keyence VHX-

1000) getatigt, um eine bessere Tiefenschérfe zu erlangen.
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3.5.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Eine der verbreitetsten Analysemethoden, welche eine Darstellung von
Oberflachenstrukturen und die chemische Analyse von Materialien ermdglicht, ist die
Rasterelektronenmikroskopie (REM). Hierbei wird im Gerédt unter Vakuum die zu
untersuchende Probenoberflaiche mit einem Elektronenstrahl abgerastert. Bei der
Interaktion  des  Elektronenstrahls  mit der  Probenoberflache  entstehen
Sekundarelektronen, Rontgenstrahlung, Rickstreuelektronen und Augerelektronen. Die
unterschiedlichen Signale werden mit verschiedenen Detektoren empfangen und mithilfe
der Software ausgewertet. Um die Topographie einer Probe zu analysieren und
auszuwerten, nutzt man die detektierten Sekundar- und Ruckstreuelektronen. Im
Topographiekontrast erscheinen Erhebungen in Abhéngigkeit von der Position des
Sekundarelektronendetektors hell und Vertiefungen dunkel, da zum Detektor geneigte
Erhebungen mehr Sekundarelektronen zurtickstreuen. Die Auflosung, welche bei der
Abbildung der Topographie erreicht werden kann, liegt in Abh&ngigkeit von dem

verwendeten Gerat bei einigen Nanometern.[105]

Die Analyse mittels REM (Supra 55 VP, Zeiss) erfolgte sowohl direkt an den
beschichteten Materialien A und B sowie an Siliziumwafern. Die Proben wurden mittels
Bedampfungseinheit (Cressington 108 auto) mit einer Goldschicht versehen, um diese

leitfahig zu machen.

3.5.3 Rodntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)

Mithilfe der Rontgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-ray photoelectron
spectroscopy, XPS) ist eine quantitative und qualitative Analyse der chemischen
Zusammensetzung der oberen 10 bis 15 nm eines Substrates, bevorzugt eines Festkorpers,
mdoglich. Der zugrunde liegende Effekt beruht darauf, dass Rontgenstrahlung, welche auf
den zu analysierenden Festkorper trifft, Photoelektronen aus selbigem herausschlagt.
Diese werden in Abhangigkeit von ihrer Entstehung (elementspezifisch) in einem
Analysator gemessen und mithilfe einer Software ausgewertet. Somit ist eine detaillierte
chemische Zusammensetzung der Oberflache eines zu analysierenden Materials moglich.
Weiterhin kénnen durch sukzessives Sputtern mit einer lonenquelle und anschlieRendes
Messen auch Schichtprofile in Abhangigkeit von der Atzzeit aufgenommen werden.[106]
Die Elementverteilungsdarstellung mittels XPS fihrt zu einer Abbildung, dem

sogenannten Mapping der oberen Elementzusammensetzung der jeweiligen Probe. Auf
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diesen Weg ist es moglich, die Verteilung der Schwermetalle auf den beschichteten

Textilien zu visualisieren und deren lokale Konzentration darzustellen.

Die XPS-Messungen erfolgten direkt ohne weitere VVorbehandlung der Proben (Wafer
und Textilien) nach deren Beschichtung. Gerateintern werden die Messergebnisse in
Atomprozent (At%) angegeben, die Umrechnung in Masseprozent kann entsprechend der
Gesamtmenge aller gemessenen Elemente und deren Konzentration erfolgen. Dies kann

jedoch zu kleineren Fehlern aufgrund von softwareinternen Rundungsfaktoren fihren.

3.5.4 Extraktionen

Fur eine umfassende chemische und biologische Analytik wurden Extrakte der
Wundauflagen genutzt, um die freigesetzten Konzentrationen von Silber und Zink aus
den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten und den am Markt befindlichen
Wundauflagen zu ermitteln. Somit kénnen Ruckschliisse auf die Freisetzungskinetik und
die Konzentration von Silber und Zink in Abhédngigkeit wvon den
Beschichtungsparametern (Precursorkonzentrationen) gezogen werden. Weiterhin
kdnnen die Extrakte dazu genutzt werden, um in verdinnter und unverdiinnter Form die
Wirkung der freigesetzten Wirkstoffe auf Mikroorganismen und Zellkulturen zu
charakterisieren. Dies erlaubt Ruckschlusse auf eine Konzentrationsabhéngigkeit der
Wirkung der freigesetzten Wirkstoffe auf die biologischen Systeme (Mikroorganismen
und Monolayerzellkulturen). Die Extraktionen erfolgen tber 24 h, was einem typischen
Wechselintervall von Wundauflagen entspricht. Fur eine spatere Anwendung ist dieser
Wert praxisrelevant, im Gegensatz zu einzelnen Freisetzungskinetiken nach

verschiedenen kirzeren Zeitintervallen.

Die Extrakte wurden nach DIN EN ISO 10993-12 (Biologische Beurteilung von
Medizinprodukten—Teil 12: Probenvorbereitung und Referenzmaterialien) hergestellt.
Bei beschichteten Prifmustern muss sowohl das beschichtete Material als auch das nicht
beschichtete Grundmaterial genutzt werden. Die Auswahl des Extraktionsverhéltnisses
(Gewicht / Flussigkeitsvolumen oder Flache [/ Flussigkeitsvolumen) erfolgte
entsprechend denen in der DIN EN ISO 1993-12 vorgeschriebenen Standardoberflachen
und Volumina des Extraktionsmediums. Bei beschichteten Produkten ist die Oberflache
mit dem applizierten Wirkmedium (in diesem konkreten Anwendungsbeispiel Silber und
Zinkoxid) relevant fur die Beurteilung. Aus diesem Grund wurde eine Flachenextraktion
fir die beschichteten Materialien und die am Markt befindlichen Produkte gewahlt.

Weiterhin  hatten  alle  genutzten = Wundauflagenmaterialien  verschiedene
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Flachengewichte, somit hatte eine Extraktion nach Gewicht / Flissigkeitsvolumen zu nur
schwer vergleichbaren Ergebnissen geflihrt. Das Extraktionsverhdltnis fir die
biologischen Untersuchungen wurde mit 10 cm?ml gewdhlt. Aus Griinden der
Wirtschaftlichkeit und der begrenzten Menge an Probenmaterial wurde fir die Messung
der Freisetzungsraten aus den am Markt vorhandenen Produkten und den beschichteten
Textilien ein anderes Extraktionsverhéltnis gewahlt. Hierbei wurde ein Verhaltnis von
2,5 cm?/ml genutzt, aufgrund der zusétzlichen Daten wurden die Extraktionen der in
dieser Arbeit beschichteten Materialien mit beiden Extraktionsverhaltnissen (2,5 und 10
cm?/ml) durchgefihrt. Auf diesem Weg war es moglich nachzuvollziehen, ob die
freigesetzte Menge der Metallionen in erwarteten GrofRenordnungen skaliert (vierfach
erhohte Freisetzung aus vierfacher Oberflache). Die fir die in dieser Arbeit

durchgefiihrten Untersuchungen gewahlten Extraktionsverhdltnisse sind in Tabelle 14

aufgelistet.
Tabelle 14: Gewdhlte Extraktionsverhdltnisse fiir alle Textilextrakte aufgeteilt nach
Untersuchungsmethode.
Methode Flachen | Menge | Extraktionsverhaltnis | Extraktionsflussigkeit
(Fl&che / Flussigkeit)
Silber und Zinkoxidfreisetzung
gemessen mittels ICP-OES erste -
: 100cm? | 40 ml | 2,5cm? pro ml deionisiertes Wasser
Messung mit am Markt
befindlichen Produkten
Silber und Zinkoxidfreisetzung
gemessen mittels ICP-OES o
_ 300cm? | 30ml | 10 cm? pro m deionisiertes Wasser
zweite Messung nur
beschichtete Textilien
Zytotoxische Untersuchungen an
300cm? | 30ml | 10 cm? pro ml DMEM
HaCaT Zellen (ATP, BCA)
Antibakterielle Untersuchungen
mittels 300cm? | 30 ml | 10 cm? pro ml CASO Bouillon
Mikroplattenlasernephelometrie

Die verschiedenen beschichteten und nicht beschichteten Textilien wurden vor jedem
Extraktionsprozess bei 121 °C fiir 15 min autoklaviert. Im Anschluss wurden die
Materialien in 1 x 1 cm grof3e Teilstlicke zerkleinert, in Borosilikatgefalie gegeben und

mit dem jeweiligen Extraktionsmedium beaufschlagt. Alle Extraktionen wurden geman
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der Norm bei 37 °C im Schittelinkubator fir 24 h durchgefihrt und die Extrakte im
Anschluss steril filtriert. Extrakte fur die Bestimmung der Freisetzungsraten (ICP-OES)
von Silber und Zink wurden nach der Extraktion mittels Salpetersaure (HNO3) angesauert
(pH 5). Das Ansduern der Extrakte ist notwendig, um die freigesetzten Mengen an Silber
und Zink Uber einen Kkirzeren Zeitraum stabil zuhalten, da Silber und andere
Schwermetalle eine erhohte Affinitdt zu anderen Materialien, wie den Wénden der

Probengefale, aufweisen.

3.5.5 Atomemissionsspektrometrie (optische Emissionsspektrometrie)

Die Atomemissionsspektrometrie ist eines der Standardverfahren in der analytischen
Chemie fur qualitative und quantitative Nachweise einer Vielzahl von Elementen.
Uberwiegend werden wissrige Losungen, je nach Verfahren auch Feststoffe, fiir eine
Analytik der Elemente genutzt. Das physikalische Prinzip basiert auf der Aussendung von
elektromagnetischer Strahlung der angeregten Atome. Da jedes chemische Element eine
charakteristische elektromagnetische Strahlung aussendet, ist es méglich, die gemessenen
Spektren mit vorhandenen Referenzen oder Standards zu vergleichen und entsprechend
auszuwerten. Die genutzten Losungen oder Feststoffe werden zumeist durch thermische
Prozesse in die Gasphase Uberfihrt, nutzen Plasmen zur Anregung der optischen
Emission und emittieren die erwadhnten Spektren, welche mit einem Analysator
aufgezeichnet werden. Je nach Art der Uberfiihrung der Substanzen in die Gasphase bzw.
Plasmaphase kann die Atomemissionsspektrometrie in verschiedenen Unterverfahren
aufgeteilt werden. Diese sind unter anderem Flammen-Atomemissionsspektroskopie (F-
AES), optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES)
und Mikrowellen-Plasmafackel-Atomemissionsspektrometrie (MPT-AES).[107]

Die hergestellten Extrakte fir die ICP-OES Messung wurden 24 h nach der Extraktion

gemessen.

3.6 Mikroorganismen

Die entscheidende Anforderung fiir Wundauflagen mit antibakteriellen Eigenschaften ist
einerseits die Wirksamkeit gegen nicht erwiinschte Mikroorganismen, anderseits die nicht
stark ausgepragte zytotoxische Wirkung auf korpereigene Zellen. Fir diesen Zweck ist
die Validierung der Wirkung an entsprechenden Zelltypen und Bakterienstdmmen nétig.
Auf diesem Weg lasst sich die theoretische therapeutische Breite flir unterschiedliche

Wirkstoffkonzentrationen ermitteln.
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Bakterien (Prokaryonten) sind die haufigsten Ausléser von Wundinfektionen.[108]
Hinsichtlich ihres Aufbaues und der Struktur ihrer Zellwdnde werden Bakterien in
grampositive (gram+) und gramnegative (gram-) Organismen unterschieden. Der
grundlegende Unterschied zwischen beiden besteht im Aufbau und dem Gehalt an Murein
in den Zellwanden. Das Makromolekil Murein oder Peptidoglykan besteht aus
Kohlenhydratketten, die (ber Peptidketten zu einem zweidimensionalen Gerst
verbunden sind und so der Zellwand Stabilitat verleihen. Grampositive Bakterien besitzen
eine strukturell deutlich ausgepragte Mureinschicht, deren Dicke zwischen 25 nm und 80
nm betragt. Hingegen besitzen gramnegative Bakterien eine diinnere Mureinschicht in
der GrolRenordnung von unter 10 nm, darlber hinaus jedoch eine zusatzliche duRere
Membran aus Lipoproteinen, Phospholipiden und Lipopolysacchariden. Aufgrund dieser
strukturellen Unterschiede im Aufbau der Bakterien wurden Untersuchungen sowohl mit
grampositiven als auch gramnegativen Bakterien durchgefiihrt.[108] Im Rahmen dieser
Arbeit wurden hierfur folgende Testmikroorganismen genutzt: Escherichia coli HB101
(gram-), Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 (gram-), Staphylococcus aureus ATCC
6538 (gram+) sowie Staphylococcus aureus ATCC 33591 (gram+) als multiresistenter
Mikroorganismus (MRSA). Nachfolgend werden die im Rahmen dieser Arbeit

vorgestellten Bakterienstdimme kurz beschrieben.

Escherichia coli sind stdbchenférmige fakultativ anaerobe gramnegative Bakterien. Sie
gehoren zur Gruppe der Enterobakterien. Im Allgemeinen gehort dieses Bakterium zu
den am besten untersuchten Prokaryonten. E. coli ist peritrich begeiRelt und kann sich
dadurch selbststandig bewegen. Weiterhin bildet E. coli keine Sporen.[109] Im Darmtrakt
des Menschen und anderer Warmbliter ist er universell verbreitet. Die meisten E. coli-
Stdmme sind nicht pathogen und dementsprechend ungeféhrlich, zudem spielen sie im
Verdauungssystem aller Warmbliter eine wichtige Rolle. Jedoch existieren auch Stdimme
mit pathogenen Eigenschaften, die bei jingeren oder dlteren Personen sowie
immungeschwachten Menschen Durchfall oder Harnwegsinfektionen auslésen und sogar
zum Tod fihren koénnen.[110] Hierzu zahlen zum Beispiel die enterotoxischen
Escherichia coli (ETEC).[111]

Klebsiella pneumoniae ist ein gramnegatives, unbewegliches, verkapseltes, fakultativ
anaerobes, stabchenférmiges Bakterium. Klebsiella pneumoniae gehért zur normalen
Mund- und Hautflora und wird auch im Darm gefunden.[112] Eine Infektion mit
Klebsiellen betrifft hauptsachlich immungeschwachte Menschen. Besonders haufig 16st

Klebsiella pneumoniae Nosokomialinfektionen aus, unter denen etwa 4 bis 17 % der Falle
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diesem Mikroorganismus zuzuschreiben sind. Weiterhin werden 3 bis 20 % aller
Infektionen an Neugeborenen Klebsiellen zugeschrieben.[113] Eine Therapie von
Infektionen mit Klebsiella pneumoniae ist immer kompliziert, da das Bakterium eine
naturliche Resistenz gegen Benzylpenicillin (Penicillin G) und Aminopenicillin
(Ampicillin) besitzt.[108]

Staphylococcus aureus sind kugelférmige, goldfarbene grampositive Bakterien und
zugehorig zur Familie der Kokken. Diese sind fakultativ aerob und unbeweglich. Sie
kommen fast Gberall in der Natur vor und sind auch auf der Haut sowie den oberen
Atemwegen anzutreffen. Staphylococcus aureus ist ein wichtiges pathogenes Bakterium
und tritt haufig in Krankenhdusern auf, wo es immungeschwachte Patienten befallen
kann. Der Befall steht oft im Zusammenhang mit Atemwegsinfektionen,
Knochenmarkentziindungen und eitrigen Entziindungen.[114][115][116] Gebildete
Giftstoffe konnen Lebensmittelvergiftungen und das toxische Schocksyndrom auslésen.
Die Féhigkeit, gegen Antibiotika Resistenzen auszubilden, fuhrte zu der Bezeichnung
MRSA. Dies war urspringlich die Abkirzung fir den Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus, ist mittlerweile jedoch im Sinne des multiresistenten S. aureus
gebréduchlich und  kennzeichnet die erworbene  Unempfindlichkeit dieses
Mikroorganismus gegen verschiedene Antibiotika. Diese erworbenen Resistenzen

machen den Erreger besonders in Krankenhdusern zu einem groen Problem.[108][117]

3.7 Bakterienkultivierung

Die Vermehrung der Mikroorganismen kann in mehrere Stadien unterteilt werden. In der
Lag-Phase erfolgt zundchst eine Anpassung der Bakterien an die vorherrschenden
Kultivierungsbedingungen. Die Bakterien stellen in dieser Phase Enzyme her, um die
angebotenen Néahrstoffe nutzen zu koénnen. In dieser Phase ist die Teilungsrate nur
minimal. In der Log-Phase haben sich die Bakterien bestmoglich an ihr N&hrmedium
angepasst und konnen sich daher mit einer hohen Teilungsrate vermehren. Die
Vermehrung erfolgt exponentiell, somit ist in dieser Phase der schnellste
Generationswechsel moglich. In der stationdren Phase ist ein Punkt erreicht, in dem das
Reservoir an Nahrstoffen im Medium immer weiter abnimmt. Die Konzentration an
bakteriellen Endprodukten steigt deutlich an, diese vermdgen toxisch zu sein.
Teilungsrate und Absterben liegen in dieser Phase im Gleichgewicht. Die letzte Phase,
auch Sterbephase genannt, ist dadurch gekennzeichnet, dass kaum noch Néahrstoffe im

Medium vorhanden sind. Gleichzeitig ist das Medium stark von toxischen
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Stoffwechselprodukten angereichert. Somit gehen die meisten Bakterien zugrunde und
die Teilungsrate stagniert. Bakterienkulturen, welche fir Versuche genutzt werden,
sollten demzufolge in der stationdren Phase sein, um eine vergleichbare Ausgangsbasis

flr die Versuche sicherzustellen.[118]

Das Ansetzen von Bakterienkulturen geschah in der Regel am Vortag der
Versuchsdurchfiihrung. Fir die Kultivierung der in den Untersuchungen verwendeten
Mikroorganismen diente Caso-Bouillon. Fiir einen Ansatz wurden 20 ml Caso-Bouillon
mit einer Impfose voller Bakterien von einer Stammkultur genutzt. Diese wurden in der
Kulturflasche bei 37 °C unter leichten Bewegungen in einem Schittelinkubator fiir 18 h
inkubiert. Diese Kultivierung wurde nach der SOP des In-vitro-Forschungslabors der
Klinik fur Hautkrankheiten der FSU Jena durchgefihrt. Auf diesen Weg wurde die
gleichbleibende und reproduzierbare Kultivierung der Mikroorganismen sichergestellt.
Die jeweiligen Testkulturen wurden je nach Test in verschiedenen Konzentrationen

genutzt.

3.8 Antibakterielle Tests

Um die Wirksamkeit der antibakteriell beschichteten Textilien zu Gberprufen, wurden die
bereits vorgestellten Bakterien Escherichia coli, Staphylococcus aureus sowie Klebsiella
pneumoniae in unterschiedlichen Verfahren verwendet. Im direkten Kontakt genutzte
Verfahren sind der BacTiter-Glo-Test, das Plattenzahlverfahren sowie die Methode nach
JIS L1902/ 1SO 20743. Im Direktkontakt werden Bakteriensuspensionen zusammen mit
den Textilien bzw. mit Referenzmaterialien (Polyesterstandard nach Prufnorm) Gber
verschiedene Zeitrdume inkubiert und im Anschluss von den getesteten Materialien
separiert durch Auswaschen oder Abnehmen definierter Mengen der Suspension. Darauf
erfolgt eine Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten (KbE) nach
Ausplattierung auf Agar und weitere Inkubation (Plattenzahlverfahren, 1ISO 20743) oder
eine Messung des vorhandenen ATP-Gehaltes aus definierten abgenommenen Mengen
der Bakteriensuspension (BacTiter-Glo). Im indirekten Kontakt wurde die
Mikroplattenlasernephelometrie genutzt. Bei dieser werden hergestellte Extrakte der
beschichteten Textilien zusammen mit Bakteriensuspensionen inkubiert und mit

Referenzproben verglichen.
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3.8.1 BacTiter-Glo™ (BTG)

Das BacTiter-Glo™ Assay wird zur Bestimmung der Anzahl an lebensfahigen Bakterien
in Bakteriensuspensionen genutzt. Das Verfahren beruht auf der Messung des
Adenosintriphosphat (ATP) -Gehaltes in den vorhandenen Mikroorganismen. Bei allen
metabolischen  Aktivitdten in  biologischen Systemen ist das Nukleotid
Adenosintriphosphat (ATP) beteiligt. Eine beachtliche Menge von ATP liegt in lebenden
Zellen vor, wo es als universeller Energietrdger in anabolen und Kkatabolen
Stoffwechselprozessen wirkt. Demzufolge dient es als Indikator fur die Zellviabilitat
sowie fur das Zellwachstum und die Zellteilung (Proliferation). Durch vorhandene
zytotoxische Bestandteile im N&hrmedium kann es zum programmierten Zelltod
(Apoptose) beziehungsweise zu einer Nekrose der Zellen kommen. Infolge des
Absterbens der Zellen ist ein starkes Absinken des ATP-Gehaltes im Zytoplasma und
somit in der gesamten Zellkultur zu beobachten. Dabei korreliert die ATP-Konzentration
mit der vorhandenen Anzahl lebender Zellen direkt proportional. Die Messung des ATP-
Gehaltes beruht dabei auf der Emission von Licht durch eine chemische Reaktion des
zelleigenen ATPs. Diese wird durch die Luciferase, das Enzym des Glihwirmchens
Photinus pyralis, erzeugt.[119][120] Die Lichtintensitat, welche direkt in einem Reader
gemessen werden kann, verhalt sich proportional zur vorliegenden ATP-Konzentration.

Die chemische Reaktion lauft dabei wie folgt ab:
ATP + D-Luciferin + O2—> Oxyluciferin + AMP + Diphosphat+CO- + Licht (560 nm)

Als Resultat kann das emittierte Licht gemessen werden, die Lichtintensitat verhalt sich
proportional zur vorliegenden ATP-Konzentration und erlaubt Rickschlisse auf die

metabolische Aktivitat der Zellen.

In 24-Well-Mikrotiterplatten (MTP) wurden Proben (Grélze 1 x 1 cm) der beschichteten
Textilien sowie der am Markt erhéltlichen Produkte M1, M1S, M2, M2S und M3S in
Dreifachbestimmung gegeben. In jeder Mikrotiterplatte (MTP) wurden zwei Kavitaten
fiir reine Bakteriensuspensionen ohne Materialproben freigelassen. In jede Kavitat wurde
500 pl Bakteriensuspension von E. coli mit 5x10°KbE/ml zugegeben. Nach 3 h
Inkubationszeit bei 37 °C im Schuttelinkubator (90 rpm) wurden jeweils 50 pl der
Bakteriensuspension in eine weilte 96-Well-Mikrotiterplatte Gberfihrt (zwei Replikate).
In dieser Platte erfolgte nach Zugabe von 50 pl Reaktionssubstanzen (BacTiter-Glow
Substrat) und 5 min Schiitteln bei 850 rpm die Lumineszenzmessung im Reader.[121]

Erganzend zu jedem BTG-Assay wurde eine Bestimmung der Anzahl
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vermehrungsfahiger Mikroorganismen nach dem Plattenzahlverfahren (KbE-Test; siehe
3.8.2) anden 1 x 1 cm groBen, mit 500 pl Bakteriensuspension von E. coli (5x10° KbE/ml)
inkubierten Proben durchgefiihrt. Hierfir wurden jeweils 30 pl der inkubierten
Suspension aus den 24-Mikrotiterplatten abgesaugt und in den Verdlnnungsstufen (mit
isotonischer Kochsalzlosung) 10°%, 10!, 10 und 10%uf Agarplatten gegeben und fiir
weitere 24 h inkubiert. Im Anschluss wurden die entstandenen Kolonien ausgezéhlt. Die

Berechnung der KbE erfolgte nach folgender Formel:

KbE/ml = Anzahl ausgezéhlter Kolonien * Verdinnungsfaktor * 33,3

Der Faktor 33,3 ist erforderlich, um ein Endergebnis bezogen auf 1 ml zu erhalten. Mit
dieser Methode war es mdglich, die gemessenen Lumineszenzwerte mit einem zweiten
Verfahren zu bestatigen. Wenn nach dem anschlieRenden durchgefuhrten KbE-Test kein
Koloniewachstum feststellbar war und die jeweilige Probe nur geringe Lumineszenz
aufwies, war dies eine Bestatigung der antibakteriellen Wirkung. Anderenfalls war es
mdoglich, dass die Textilien nur einen bakteriostatischen Effekt auf die
Bakteriensuspension ausgeubt hatten, was zwar mit einem geringeren Lumineszenzwert
einhergeht, aber trotzdem im anschlieBenden KbE-Test ein Koloniewachstum zur Folge
hatte.

3.8.2 Plattenzahlverfahren (KbE-Test)

Das Plattenzahlverfahren ist eines der grundlegenden Verfahren des mikrobiologischen
Arbeitens. Es kann sowohl quantifizierend als auch qualitativ angewendet werden. Durch
das Aufbringen von Bakteriensuspensionen und eine darauf folgende Inkubation
vermehren sich vorhandene Mikroorganismen auf Agarplatten. Diese bilden auf dem
Agar Bakterienkolonien (koloniebildende Einheiten KbE). In Abhangigkeit von der
eingestellten Verdiinnung der Bakteriensuspension lassen sich diese quantifizieren. Es ist
mdoglich, den Einfluss von extrahierten Wirkstoffen (hier Silber und Zink) als auch die
Wirkung im Direktkontakt mit beschichtetem Probenmaterial zu Gberprifen. Durch das
parallele Messen von Kontrollproben (nicht beschichtete Referenz) kénnen Riickschliisse
auf den Einfluss und die GréRenordnung der antibakteriellen Wirkung der getesteten

Materialien oder Extrakte gezogen werden.[122]

Die Durchfuhrung ist bis auf die Messung der Lumineszenzwerte und den zugehdrigen
Arbeitsschritten identisch mit der Durchfiuhrung des BacTiter-Glo™ (BTG) Assays.
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3.8.3 Antibakterielle Aktivitat nach JIS L 1902 / ISO 20743

Die ISO 20743 ist eine internationale Norm und spezifiziert Methoden flr die quantitative
Erfassung der antibakteriellen Aktivitdt von antibakteriellen textilen Produkten
einschliellich von Vliesen. Die Methode gilt als einfach und schnell durchfihrbar.
Vorgesehenen Bakterienkulturen flr diese Normprifung sind Staphylococcus aureus
ATCC 6538 sowie Klebsiella pneumoniae ATCC 4352. Als interne Referenz wird ein
Polyesterstandard genutzt, welcher das Wachstum der Mikroorganismen nicht hindert.
Dieses Material wird in der SOP (standard operating procedure) des In-vitro-

Forschungslabors der Klinik fur Hautkrankheiten der FSU-Jena genutzt.

Vor der Versuchsdurchfuhrung wurden 18 h-Schittelkulturen des jeweiligen
Testmikroorganismus hergestellt mit etwa 3x10° KbE/ml. Das Testinokulum wurde aus
den 18 h-Schuttelkulturen hergestellt. Hierfir wurde die Schittelkultur mit 1 : 1000
Medium (Caso-Bouillon) verdinnt. Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurden von dem
zu testenden Textil (Wundauflage) 3 Proben mit jeweils 400 mg eingewogen
(Dreifachbestimmung je Probenparameter sowie jedes Testmikroorganismus). Weiterhin
wurden nach Norm 6 Proben einer Polyester-Kontrolle mitgefihrt, jeweils 3 fir die
Zeitpunkte t = 0 h und t = 18 h. Alle Proben wurden bei 121 °C 15 min autoklaviert.
Proben bzw. Polyester-Kontrollen wurden in sterile Safe-Lock Tubes gegeben. Im
Anschluss wurde jede Polyester-Kontrolle sowie jede Probe mit 200 ul Testinokulum
beimpft, bis diese durch das Textil aufgesaugt wurde. Im Anschluss wurden die drei
Proben der Polyester-Kontrolle fur t = 0 h in Flacons mit 50 ml Ausschuttelflissigkeit
gegeben und geschittelt. Von dieser Ausschittelfliissigkeit wurde eine
Verdinnungsreihe (1 Teil Caso-Bouillon + 19 Teile Ausschittelfllissigkeit) angefertigt
(10%, 102 und 10%) und je 100 pl jeder Verdiinnungsstufe auf Columbia-Agar ausplattiert,
24 h bei 37 °C bebrutet und im Anschluss ausgezéhlt. Die brigen Proben (Polyester-
Kontrolle und zu testende Textilien) wurden fur 18 h bei 37 °C inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit werden diese Proben fiir t = 18 h nach der gleichen Methodik in Flacons
gegeben und mit 50 ml Ausschiittelfliissigkeit geschiittelt und Verdiinnungsstufen (102,
102, 10%,10% und 10°) mit je 100 pl auf Columbia-Agar ausplattiert und fiir 24 h bei 37 °C
bebrutet und im Anschluss ausgezéhlt. Fir die Auswertung wurden nur Kolonienzahlen
zwischen 30 und 300 KbE/Platte genutzt. Die Proben fir Polyester bei t = 0 h dienten mit
den Polyester-Proben bei t=18 h zur Kontrolle des Wachstums. Dabei sollte die
Vermehrungsrate einen Faktor groRer als 0,8 aufweisen und fur eine hohe Aussagekraft

nach Norm Uber 1,5 liegen (d. h. nach 18 h sollte nahezu eine Verdoppelung der KbE auf
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den Kontrollen erfolgt sein). Die Berechnung der Zahl vermehrungsfahiger
Mikroorganismen nach Kontakt mit der Ausschttelfliissigkeit der jeweiligen Proben
(KbE/ml) erfolgt dabei wie folgt:

KbE/ml = Verdinnungsstufe * 100 * Koloniezahlen.

Aus dem Logarithmus der Zahl vermehrungsfahiger Mikroorganismen (KbE/ml) wurde
der Wert log KbE berechnet. Die antibakterielle Wirkung wurde, als die entsprechende
Reduktion, der log KbE-Werte im Vergleich zum Kontrollwert mit Polyester bei t= 18 h
dargestellt. Die Klassifizierung der Wirksamkeit erfolgte auf der Basis des mittleren log
KbE-Wertes der Polyesterproben bei t= 18 h durch Subtraktion der mittleren log KbE-
Werte der einzelnen getesteten Proben bei t= 18 h. Die Einteilung der Wirksamkeit
geschieht semi-quantitativ nach Hofer.[123] Fir Werte < 0,5 wurde keine Wirksamkeit
festgestellt, Werte zwischen 0,5 und 1 standen fiir eine leichte Wirksamkeit, Werte
zwischen 1 und 3 fir eine signifikante Wirksamkeit und Werte tber 3 fur eine starke
Wirksamkeit nach Hofer.[124] [123]

3.8.4 Mikroplattenlasernephelometrie

Die Nephelometrie ist ein Verfahren, welches zur Quantifizierung der Tribung von
Flussigkeiten oder Gasen genutzt wird. Das Messprinzip beruht auf dem von Michael
Faraday und John Tyndall entdeckten physikalischen Prinzip der Lichtstreuung, auch
Tyndalleffekt genannt. Er beschreibt die Beeinflussung des in eine kolloidale Lésung
eingestrahlten sichtbaren Lichtes aufgrund von Streuung, Absorption und Reflexion. Bei
der Lasernephelometrie wird ein Laserstrahl einer definierten Intensitéat, Wellenlange und
eines definierten Fokusdurchmessers erzeugt und durch die zu analysierende Flissigkeit
gefiihrt. Durch die vorhandenen Partikel kommt es sowohl zu einer Veranderung der
Intensitat als auch der Streuung. Das so entstehende Streulicht wird mittels einer
Ulbrichtlinse auf eine Photodiode oder einen Photomultiplier fokussiert. Die Menge des
entstehenden Streulichts und dessen Intensitat sind Funktionen der Partikelmenge
beziehungsweise der Tribung der Suspension. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Lasernephelometrie eingesetzt, um die durch die Vermehrung von Bakterien verursachte
Tribung von Flissigkeiten in Abh&ngigkeit von der Zeit (Vermehrung der Bakterien) zu
messen und damit Bakterien-Wachstumskurven zu erfassen.[125][126] In Abbildung 15

ist dieses Prinzip dargestellt.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Lasernephelometrie. A) Der Laser misst eine nicht gefillte
Kavitéat als Referenz fiir die Mikrotiterplatte. B) Der Laser misst die Abschwéchung durch die
verschiedenen Extrakte und Verdiunnungen von reinen Nahrstofflosungen. C) Der Laser misst die
Abschwachung und Streuung durch die Vermehrung der Bakterien in den Extrakten in Abhangigkeit der
Zeit.

N&hrmedium L
(mit Bakterien) _uG ooo.

Lichtdetektor
%, (Photodiode)

Ulbrichtlinse Ulbrichtlinse ™

Fur die Mikroplattenlasernephelometrie wurden Kulturen von Staphylococcus aureus
ATCC 6538 sowie Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 genutzt. Die mit CASO-Bouillon
hergestellten Textilextrakte wurden fir die Versuche in Verdinnungsreihen (siehe
Tabelle 15) verwendet. Fur die Messungen konnten keine reinen unverdiinnten Extrakte
genutzt werden. Dieser Umstand resultierte daraus, dass Bakterien keinen anhaftenden
kultivierbaren Zellrasen bilden. Somit konnte nur mit Suspensionen gearbeitet werden.
Bei der Zugabe dieser Suspensionen zu den hergestellten Extraktverdiinnungen erfolgte
jeweils eine weitere Verdinnung und folglich ein Herabsetzen der Silber- und
Zinkkonzentrationen in den Textilextrakten. Diese Verdlnnungsserie stellt einen
Arbeitsschritt dar, der nicht im QMS System des In-vitro-Forschungslabors der Klinik fur
Hautkrankheiten der FSU Jena verankert ist, um eine moglichst hohe

Wirkstoffkonzentration zu testen.

Tabelle 15: Verdinnungsserien der Textilextrakte fir Mikroplattenlasernephelometrie. Ausgangsextrakte
wurden in Caso-Bouillon verdinnt und jeweils 180 pl in die Kavitaten der MTP gegeben und mit 20 pl
Bakteriensuspension beaufschlagt. Die Beaufschlagung ergab die resultierende Extraktkonzentration in

den Kavitaten.

Extraktkonzentration | Extraktmenge als Vorlage | Zugabe Resultierende

in Kavitét (in Caso | in Kavitat der MTP Bakteriensuspension Extraktkonzentration

verdiinnt) (2:10%) in Kavitaten der | in Kavitat der MTP
MTP fiir Messung

100 % 180 pl 20 pl 90 %

80 % 180 pl 20 pl 72 %

60 % 180 pl 20 pl 54 %

40 % 180 pl 20 pl 36 %

20 % 180 pl 20 pl 18 %
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Die hergestellten Bakteriensupensionen wurden in Verdiinnungen von 1 : 102, 1: 104 1:
105, 2 : 10% 1 :107, 1 : 108 verarbeitet, die Ausgangszelldichte war 3x10° KbE/ml. Die
drei Verdiinnungen 2 : 10°, 1 : 10" und 1 : 10® wurden ausplattiert und die Nahragarplatten
(Columbia-Agar, 5 % Schafblut; bio Mérieux, Deutschland) bei 37 °C bebritet, um am
nachfolgenden Tag die Zahl der koloniebildenden Einheiten bestimmen zu kénnen. Flr
die Beimpfung jeder einzelnen Kavitit der 96er Mikrotiterplatten wurde die 2 : 108
Verdlnnung genutzt. Pro Kavitat wurden 180 ul Textilextrakt in den Konzentrationen 20
% bis 100 % gegeben und mit 20 pl der 2 : 10° Bakteriensuspension zugegeben. Die
jeweilige resultierende Extraktkonzentration ist in Tabelle 15 abgebildet. Ein zugehdriges
Layout ist in Abbildung 16 dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8

180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS 180 pl Probe B1
Medium + 20| 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Medium + 20 | 20% Extrakt
Al ul 1801+ 20pl | 180u1 +20u1 | 180p1+ 20p! 1801 + 20p1 ul 180yl + 20yl
Bakteriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus

‘spension pension pension pension pension pension pension

180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS 180 pl Probe B1
Medium + 20| 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Medium + 20 | 20% Extrakt
B ul 180p1 + 20p! | 180u1+20ul | 180ul+20p] 180ul + 20p1 ul 180u1 + 20p!
Bakieriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus

D pension pension pension pension pension pension

180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS 180 pl Probe B1
Medium + 20| 20% Extrakt | 40% Exirakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Medium + 20 | 20% Extrakt
C ul 180p1 + 20p! | 180p1+ 20p1 | 180ul+ 20p! 180p1 + 20p1 ul 180p1 + 20p!
Bakteriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakteriensus Bakteriensus

spensgion pension pension pension pension i pension

180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS 180 pl Probe B1
Medium + 20| 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Medium + 20 | 20% Extrakt
D| ul 180l + 20pl | 1801 + 20u1 | 180p1+ 2041

180y + 20p1 ul 180p1 + 20y

Bunuunpsaapjenxy osd Bunwwysag yoe4 9

Bakteriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus
‘spension pension pension pension pension pension pension
180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS 180 pl Probe B1
Medium + 20| 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Medium + 20 | 20% Extrakt
E ul 180p1 + 20p! | 18041+ 20pl | 180ul+20p] 180ul + 20p1 ul 180u1 + 20p!
Bakieriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakteriensus. L Bakteriensus.
pension pension pension ion | pension | pension
180 pl Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS Probe B1

Medium + 20| 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt 20% Extrakt B80% Extrakt

F pl 180yl + 20pl | 180p1+ 20p! | 180p!+ 20p! 180p1 + 20p! pl 180p! + 20p! 180yl + 20p1

Bakteriensu | Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakteriensus | Bakteriensus | Bakteriensus Bakteriensus
i pension pension pension pension pension pension pension pension

[y Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS Probe B1 Probe B2 Probe B4 o:
G 200 i 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt | Kontrolle 200 | 20% Extrakt | 40% Extrakt 80% Extrakt @3
Medium | 180u1 +20ul [ 180p1 = 2001 { 12001+ 20p1 180p1+20pl | plMedium | 18041+ 20u1 | 18041+ 20u1 [ 1801+ 20yl 23
Wedium Medium Medium Medium Medium Medium Medium [ .;
Kontrolle Probe A1 Probe A2 Probe A3 Probe AS Kontrolle 200 Probe B1 Probe B2 Probe B4 ] s
H 200 pl 20% Extrakt | 40% Extrakt | 60% Extrakt 100% Extrakt 5 20% Extrakt | 40% Extrakt 1 80% Extrakt E]
wl Medium q 1 @

| 180l + 20! | 180p1+ 20ul 180p1 + 20u!

Medium | 180ul+20p1 | 180p1 = 20p1 | 120u1+ 20p1
Probe A1 Probe A2 Probe A3

Probe A4 Probe A5 Probe B1 Probe B2 Probe B3 Probe B4 Probe B5

Endverdiinnung
ok 18%  36% 5% | I2% 9% 18% 3% 5% 2% 9%

Abbildung 16: Layout einer 96-Well-Mikrotiterplatte fiir die Messung mittels Lasernephelometrie. Pro
Platte wurden zwei Textilextrakte (A/B jeweils 180 pul) in verschiedenen Verdinnungsstufen (A/B 1-5, 20
% -100 % ) in 6-Fach Bestimmung gemessen. Die Messung erfolgte stiindlich tiber 24 h.

Um Flussigkeitsverluste zu vermeiden, wurden die Mikrotiterplatten mit einer
transparenten Folie (Abdeckfolie viewseal; Greiner bio-one) abgedeckt. Die randseitige
Punktierung dieser Folien mit einer sterilen Kanile gewahrleistete einen ausreichenden
Gasaustausch mit der Umgebung. Abschlielend wurde die MTP in das zuvor
eingeschaltete und auf 37 °C aufgeheizte Nephelometer NEPHELOstar Galaxy (BMG,
Labtechnologies GmbH) gestellt und zu Beginn die Ausgangszellzahl mit der
entsprechenden Software (Nephelostar Control) gemessen. Danach konnte die Aufnahme

der Wachstumskurve Uber eine Zeitdauer von 24 h gestartet werden. Als Ergebnis dieser
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Methode erhdlt man die Wachstumskurven der Bakterienkulturen, welche in den
Kavitdten mit den verschiedenen Extrakten und Extraktverdiinnungen inkubiert wurden.
Als Referenz dienten reine Bakterienkulturen, ohne Extrakte der Wundauflagen. Die
gemessene Tribung der Kavitdten wird in relativen nephelometrischen Einheiten

(relative nephelometric unit RNU) angegeben.

3.9 Humane Zellen

Bei der Anwendung von Wundauflagen koénnen nach Art und Umfang der
Gewebeschadigung verschiedene Zelltypen mit der Wundauflage und deren Wirkstoffen
in Kontakt kommen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden fur In-Vitro-Versuche
Monolayerzellkulturen aus HaCaT-Zellen sowie ein Hautmodell mit primaren Hautzellen

verwendet.

HaCaT-Keratinozyten wurden als erster Zelltyp fur die Abschatzung des zytotoxischen
Potenzials an Monolayerzellkulturen genutzt. Diese Abklrzung HaCaT steht dabei fir
"human adult low calcium temperature keratinocytes". Hierbei handelt sich um eine
permanente, humane Epithelzelllinie, die als phanotypisch spontan transformiert, aber
nicht tumorigen eingestuft wird. Die Zelllinie wurde aus der oberen Ruckenregion eines
62-jahrigen, maéannlichen Patienten entnommen. Es handelte sich um periphere
Normalhaut eines OP-Préparates, welches mit Sicherheitsabstand zu einem exzidierten
Melanom entnommen wurde. Nach der Transplantation der Zellen auf Nacktméuse
entwickelte sich durch spontane Transformation ein geordnetes stratifiziertes und
differenziertes Epithel. HaCaT Zellen werden als genetisch bestdndig angesehen und
kénnen theoretisch tber 100 Passagen in der Zellzucht durchstehen. Weiterhin wachsen
die Zellen sowohl auf Agar als auch auf verschiedenen Kunststoffen und bilden einen
Zellrasen (Monolayer). Folglich besitzen die HaCaT Zellen eine gute Eignung fur In-
vitro-Versuche, um das Wachstum und Differenzierungsverhalten mit normalen

Keratinozyten zu vergleichen.[127]

Primare normale menschliche Dermalfibroblasten (NHDF) werden von der Dermis der
Vorhaut von Neugeborenen oder der erwachsenen Haut (Gesicht, Briste, Abdomen,
Oberschenkel) isoliert. Fibroblasten sind im Bindegewebe vorkommende Zellen
mesenchymalen Ursprungs, die eine wichtige Rolle bei der Synthese der
Interzellularsubstanz (extrazellulare Matrix) spielen. Zu den Produkten von Fibroblasten
gehoért hauptsachlich Collagen, welches zusammen mit den ebenfalls gebildeten

Proteoglykanen fir eine erhdhte Festigkeit der extrazelluldaren Matrix sorgt. Schadigung
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des Gewebes stimuliert die Proliferation von Fibroblasten und verstarkt die Abgabe von

Zytokinen, die wiederum positiv auf die Reparatur der Verletzung einwirken.

Primare normale menschliche Epidermis-Keratinozyten (NHEK) werden aus der
Epidermis der jugendlichen VVorhaut oder der erwachsenen Haut von verschiedenen Orten
wie dem Gesicht, den Bristen, dem Bauch und den Oberschenkeln isoliert. Sie sind mit

einem Anteil von etwa 90 % der wichtigste Zelltyp in der Epidermis.

3.10 Zellkultivierung

3.10.1 Monolayerzellkulturen HaCaT-Zellen

Die Kultivierung der HaCaT-Zellen erfolgt sieben Tage vor Beginn der jeweiligen
Versuchsreihe, hierbei werden die entsprechenden Passagen (Passage oder Splitting gibt
die Haufigkeit an, mit der die Zellen passagiert oder gesplittet wurden) mit HaCaT-
Medium angesetzt. Die Begutachtung der Zellen der jeweiligen Passage erfolgt unter dem
Licht-Mikroskop (Olympus CK2; Olympus, Deutschland). Wenn die Zellen einen
flachigen dichten Zellrasen gebildet haben und keine Auffélligkeiten erkennbar sind,
werden sie fur die Versuchsreihe genutzt. Durch die Kultivierung der Zellen in den
Zellkulturflaschen haften diese an dem Boden der selbigen an. Durch Zugabe von
Tryptase werden sie vom Boden geldst. Optional sind in diesem Schritt bei starker
Adhésion der Zellen leichte mechanische Schiittelbewegungen nétig, jedoch darf die
Einwirkzeit von circa 7 min nicht Gberschritten werden, um eine Zellschadigung durch
Tryptase zu verhindern.[128] Nach Abstoppen des Trypsiniervorganges werden die
gelosten Zellen aus dem Kulturgefal? entnommen und zentrifugiert. Danach wird das
gebildete Zellpellet in neuem DMEM-Medium resuspendiert. Im Anschluss erfolgt die
Einstellung der Zellzahl durch entsprechende weitere Verdiinnung mit DMEM. Die
Zellzahl wird hierbei mittels Casy Cell Counter (Schérfe System GmbH, Deutschland)
ermittelt. Die Zellzahl der HaCaT Zellen sollte sich im Bereich von 4,8 bis 5,2 x 10°
Zellen/ml befinden. Parallel wird fur weitere Versuchsreihen die nachste Passage der
eingestellten Zellsuspension in neue 75-cm® - Kulturflasche eingesét. Die Zellkulturen
werden bei 37 °C und 5 % CO; - Begasung in den Brutschrank gestellt. Ein Wechsel des
Mediums wird alle zwei Tage durchgefihrt. Die so eingestellten Kulturen kdnnen nach
sieben Tagen Inkubationszeit fur die Untersuchung der zytotoxischen Wirkung der
entsprechenden Préaparate verwendet werden. Die restliche, nicht fiir eine neue Passage

genutzte und auf 4,8 bis 5,2 x 10° Zellen/ml eingestellte Zellsuspension wird fiir die
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zytotoxischen Untersuchungen genutzt. Dafir werden je nach Umfang der
Untersuchungen je 200 pl Zellsuspension pro Kavitdt in durchsichtige und nicht

durchsichtige 96-Well-Mikrotiterplatten gegeben.

Die hergestellten Textilextrakte wurden je WVersuchsreihe und Verdinnung in
Viefachbestimmung in die entsprechenden 96-Well-Mikrotiterplatten eingesét. In jede
Kavitat wurden 200 pl der eingestellten (4,8 bis 5,2 x 10° Zellen/ml) Zellsuspension
gegeben. Danach folgte eine Inkubation der Mikrotiterplatten tber 48 h bei 37 °C und 5
% CO>. Im Anschluss wurde das Medium aus jeder Kavitat abgesaugt und durch 100 pl
frisches Medium, Textilextrakt oder Triton X-100 ersetzt. Die so bestiickten
Mikrotiterplatten wurden fur 1 h, 24 h und 48 h inkubiert. Das zugesetzte Triton X-100
diente dabei als positive zytotoxische Kontrolle, da es die Membranen von lebenden
Zellen  permeabilisiert.  Reines DMEM-Komplett-Ndhrmedium  diente  als

Negativkontrolle

3.10.2 Vollhautmodelle

Die Vollhautmodelle firr die Untersuchungen wurden von der Arbeitsgruppe von Frau PD
Dr. Hipler an der Klinik fir Hautkrankheiten am Universitatsklinikum Jena zur
Verfligung gestellt. Zur Herstellung werden normale humane dermale Fibroblasten
(NHDF) zunichst mit Kollagenlosung gemischt, um die dermale Matrix zu bilden (1x10°
Zellen/ml). Diese wurden anschlieRend fur 24 h bei 37 °C und 5 % COz in Inserts in 12-
Well-Mikrotiterplatten mit Submersmedium kultiviert. Fir die Anzucht der Epidermis
werden normale humane Keratinozyten (NHEK) eingesetzt. Die Keratinozyten werden
in Medium suspendiert (2x10°Zellen/ml) und die Suspension auf die vorkultivierte
dermale Matrix mit den Fibroblasten gegeben. Die Hautmodelle werden nach der
Herstellung 6 Tage submers kultiviert und anschlieend wird mit der Air-Lift-
Kultivierung an der Medium-Luft-Grenze begonnen. Ein Mediumwechsel wird alle 4 bis
5 Tage durchgefuhrt. Die Hautmodelle kénnen nach 12 Tagen im Air-Lift-Medium und
einer vollstandigen Differenzierung der Epidermis fiir die Untersuchungen genutzt

werden.

Fir die Untersuchung der hergestellten und am Markt vorhandenen Wundauflagen
mithilfe der Hautmodelle wurden auf diese nach der vollstandigen Differenzierung 4 mm
groRen Stlicken der Wundauflagen aufgelegt. Vor dem Auflegen der Wundauflagen und
der am Markt befindlichen Vergleichsprodukte wurden die Hautmodelle mit 10 pl
Kochsalzlésung befeuchtet. Als positive zytotoxische Kontrolle wurde 10 pl
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Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) auf Hautmodelle appliziert. Dieses
ist nach OECD-Richtlinie 432 als Standard-Positivkontrolle fur die Testung von
Hautmodellen zu verwenden. Nach 24 h Inkubationszeit wurden die Auflagen entfernt.
Es wurde stets darauf geachtet, dass die Auflagen nicht mit den Modellen verkleben und

entfernbar sind.

3.11 Entfernbarkeit und Verfirbung durch Wundauflagen

Nach der Inkubation der Hautmodelle mit den aufgelegten beschichteten bzw. am Markt
befindlichen Produkten mussen diese fur weitere Versuche entfernt werden. Fir eine
spatere Anwendung von Wundauflagenmaterial ist es wichtig, dass dieses leicht zu
entfernen ist und keine Verfarbung der Wundrander oder der Wunde auftritt. Dies wirde
die spatere Beurteilung des Heilungsverlaufes beeintrachtigen. Fur die Beurteilung
wurden die Wundauflagen mit einer Pinzette entfernt. LieRen sich diese gut greifen und
ohne Rickstdnde entfernen, wurde dies als ,,Sehr Gut“ eingestuft. Erlaubten die
Wundauflagen lediglich ein schlechtes Greifen, konnten aber dennoch ohne Riickstdnde
entfernen, galt dies als ,,Gut®. LieRen sich die Wundauflagen weder gut greifen noch gut
entfernen (verkleben, einwachsen), galt dies als ,,Unzureichend®. Eine Verfarbung der
Wunde durch eingebrachtes Silber kann die Beurteilung der Wunde beim
Verbandwechsel negativ beeintrachtigen. Weiterhin ist die Madoglichkeit eines
atraumatischen Verbandwechsels, wie in Kapitel 1.2 beschrieben wurde, eine

Grundvoraussetzung.

3.12 Methoden fiir zytotoxische Untersuchungen

Fur grundlegende Untersuchungen ist eine Uberpriifung der Zytotoxizitat an
Monolayerzellkulturen schnell und effektiv. Einfache Zellkulturen kdnnen im Gegensatz
zu komplexeren Modellen und Organismen leichter kultiviert und gut als Vergleich
genutzt werden. Durch Verdlnnungsreihen koénnen Extrakte aus den beschichteten
Wundauflagen in verschiedenen Stufen auf ihre zytotoxische Wirkung hin charakterisiert
werden. Ein besonderer Nachteil bei der Beurteilung von Wirkstoffen oder Produkten an
Monolayerzellkulturen ist die erhdhte Sensitivitat dieser Kulturen. Diese Sensitivitat ist
mit dem fehlenden Zellverbund aus extrazellulérer Matrix, weiteren Zelltypen und einem
fehlenden Blutkreislauf zu begrinden. Der Nachteil besteht darin, dass
Wirkstoffkonzentrationen, die von einem komplexen System noch gut toleriert werden,

auf Monolayerzellkulturen bereits zytotoxisch wirken konnen. Dies kann zu
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Einschrankungen in den verwendeten Wirkstoffkonzentrationen bei der Einstellung der
Beschichtungsparameter kommen. Jedoch bieten diese Monolayerzellkulturen eine gute
Abschatzung des zytotoxischen Potenzials und geben Aufschluss tiber mégliche zellulére
Immunantworten der Zellen. Fur die Uberprifung des zytotoxischen Potenzials der
antibakteriellen Wundauflagen an Monolayerzellkulturen wurde der ATP- und der BCA-
Assay genutzt. Weiterhin wurden an VVollhautmodellen die Interleukine IL-1a, IL-6 und
IL-8 sowie LDH gemessen und ein MTT-Assay durchgefiihrt. Interleukine sind
Indikatoren flr Immunreaktionen in den Zellen. Als Beispiel ist die Stimulation der
Kollagenproduktion durch IL-1a zu nennen. Anhand der Versuchsplanung wird die
Anzahl an Mikrotiterplatten und somit die Menge an zu untersuchenden Extrakten
festgelegt. Wesentlich ist eine genaue Planung des Layouts der Mikrotiterplatten und eine
umfassende Dokumentation. Die genutzten Mikrotiterplatten der Firma Greiner sind in
mehreren unterschiedlichen Dimensionen und Modellen verfiigbar. Verwendet wurden
96-Well-Mikrotiterplatten, diese erlaubten die Messung von zwei verschiedenen
Textilextrakten in den Konzentrationen von 100 %, 75 %, 50 %, 25 % der originalen
Textilextrakte. Somit ergab sich auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte fir jede
Konzentration eine Vierfachbestimmung. Sowohl fur Monolayerzellkulturen als auch fir
Vollhautmodelle wurden verschiedene Assays genutzt. Diese Assays sind in Tabelle 16
als Ubersicht dargestellt.

Tabelle 16: Verwendete Untersuchungsmethoden fiir Monolayerzellkulturen und Vollhautmodelle.

(v'= genutzt, x = nicht genutzt)

Methode Monolayerzellkulturen Vollhautmodel
ATP-Assay v X
BCA-Assay v X
LDH-Assay X v
MTT-Assay X v
Interleukine 10.,6,8 X v
Histologische Schnitte X v
HE-Farbung X v

3.12.1 ATP-Assay

Um die metabolische Aktivitdt zu bestimmen und eine mogliche Zellschadigung der
HaCaT-Keratinozyten-Monolayerzellkulturen durch toxische Stoffe nachzuweisen, wird
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das ATPlite Luminescence Assay System (Perkin Elmer, Version 2002, 5000 Assay Kit)
genutzt. Gleichzeitig erlaubt dieses Kit eine Quantifizierung der Ergebnisse. Das
Verfahren beruht auf der identischen Reaktion der in Kapitel 3.8.1 beschriebenen ATP-
Messung an Bakterien und ist aufgrund seiner guten Reproduzierbarkeit und hohe

Sensitivitat eines der Standardverfahren bei zytotoxischen Untersuchungen.[109]

Funfzehn Minuten vor Beginn des Versuches wurden in drei der Kontrollkavitaten, in
denen sich Zellen mit DMEM-Nahrmedium befanden, Lysepuffer hinzugegeben. Dieser
fungierte als zweite positive Kontrolle, erganzend zu dem bereits verwendeten Triton. Im
Vorfeld der Versuche wurden ATP-Kalibrierkurven hergestellt. Der Standard (ATP-
Konzentrat des Assaykits) wurde dabei stufenweise in Verdiinnungen von 10~* mol/l auf
107% mol/l in die Mikrotiterplatte in Doppelbestimmung mit je 10 pl gefullt, weiterhin
wurden zwei Kavitaten, welche als Blank dienten, leer gelassen. Die so bestlickten
Mikrotiterplatten wurden je Kavitdt mit 100 ul DMEM Medium gefullt. Im Anschluss
daran wurden in jede Kavitat 50 pl des Zelllysepuffers pipettiert. Hiernach wurde die
gesamte Mikrotiterplatte bei 700 rpm flir 5 min geschdittelt, um das zytosolische ATP
freizusetzen. Im né&chsten Schritt wurden 50 pl Substratlosung des Assaykits in jede
Kavitat gegeben und unter lichtgeschiitzten Bedingungen fur 5 min geschdttelt. Nach
einer zehnminitigen Inkubation, welche ebenfalls unter Lichtausschluss durchgefihrt
wurde, erfolgte die Messung im Luminometer LUM Istar galaxy (BMG Labtechnologies
GmbH, Deutschland).[129] Gemessene ATP Werte unter 70 % des ATP-Gehaltes der
Referenzen (HaCaT Zellen nur mit Medium inkubiert) galten als zytotoxisch.

3.12.2 BCA-Assay

Ein weiteres analytisches Verfahren ist die Proteinbestimmung, welche mit dem BC-
Assay: Protein Assay Kit (Uptima, interchim) durchgefuhrt wurde, welcher auf der
Biuret-Reaktion beruht. Der BCA-Assay wurde in Ergdnzung zu den ATP-Assay an
Monolayerzellkulturen durchgefuhrt, um diesen mit einer zweiten Methode abzusichern.
Erhohtes zytotoxisches Verhalten der Zellkulturen in Kontakt mit den Textilextrakten
sorgt flr geringeres Zellwachstum und somit im Umkehrschluss fur weniger Proteine in
den einzelnen Kavitaten der Mikrotiterplatten, was ein weiteres Mal} fir eventuelles
zytotoxisches Verhalten ist. Dieses Testverfahren beruht darauf, dass Peptidbindungen
der Proteine Cu?* -lonen unter bestimmten Bedingungen zu Cu*-lonen reduzieren. Die so
reduzierten Cu*-lonen bilden mit Bicinchoninsaure (BCA) einen violetten Farbkomplex.

Bei 562 nm weist der Farbkomplex ein Absorptionsmaximum auf, dessen Intensitét direkt
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proportional zur Proteinbruttokonzentration ist (in Abhé&ngigkeit von der Menge an
Peptidbindungen).[130]

Fir die Proteinbestimmungen wurden durchsichtige 96-Well-Mikrotiterplatten
verwendet. Hierbei wurden die mit den Extrakten beaufschlagten MTP mit den
angezichteten Monolayerzellkulturen nach 1, 24 und 48 h genutzt. Der
Nahrstoffiiberstand wurde verworfen und die Kavitdten zweimal mit Dulbecco’s PBS
gespdlt, um die toten Zellen herauszuwaschen. Nach dem Befiillen aller Kavitaten mit 75
ml Lysepuffer wurden die 96-Well-Mikrotiterplatten mit einer Folie abgedeckt und fir
15 min geschittelt. Nach weiteren 15 min im Wasserbad bei 90 °C wurden die Platten
nach Abkihlung auf RT bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Vor dem Beginn des
zweiten Versuchsabschnittes wurden die Proben auf den Schiittelinkubator fest fixiert,
um aufzutauen. Zur Bestimmung des Proteingehalts im Zelllysat wurde eine
Standardkurve durch die 1:2-Verdinnungsreihe des BSA-Standards mit dem PBS-
Lysepuffer hergestellt. In neue MTP wurden je 25 pl des Standards (in
Doppelbestimmung) beziehungsweise des Zellliberstandes aus der aufgetauten
Mikrotiterplatte pipettiert. Im Anschluss wurde die Arbeitslosung in alle Kavitaten
gegeben und nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 60 °C und Abkihlung auf RT im
FLUOstar Galaxy (BMG Labtechnologies GmbH, Deutschland) gemessen. Gemessene
Protein-Werte unter 70 % des Protein-Gehaltes der Referenzen (HaCaT Zellen nur mit

Medium inkubiert) galten als zytotoxisch.

3.12.3 LDH-Assay

Fir die Uberpriifung der Zellschadigung ist die LDH-Bestimmung im Zelliiberstand eine
einfache Erganzung fir andere Assays wie den MTT-Assay oder die Beurteilung der
histologischen Schnitte. Diese Methode wurde mit dem Cytotoxicity Detection Kit
(LDH) (Roche) durchgefihrt. Es diente zur Quantifizierung der Zelllyse, basierend auf
der Aktivitatsmessung der Lactat-Dehydrogenase (LDH). Letztere wird bei der
Schédigung der Zellmembran freigesetzt. Das freigesetzte LDH kann somit direkt aus
dem Uberstand (Nahrmedium) der jeweiligen Kultur abgenommen werden. Demzufolge
lasst eine erhohte LDH-Konzentration auf das vermehrte Auftreten von
Zellmembranschéden schlieBen. Die ablaufende Reaktion kann dabei in zwei Schritte
unterteilt werden. Zu Beginn wird Lactat durch die Lactat-Dehydrogenase zu Pyruvat
oxidiert. Dies fuhrt dazu, dass NAD+ zu NADH und H+ umgesetzt wird. Im zweiten

Schritt der Reaktion werden Wasserstoffatome vom Triphenyltetrazoliumchlorid in
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Formazan Ubertragen. Die Konzentration an Formazansalz (rot) ist direkt abhdngig von
der LDH-AKktivitat. Dabei ist die Menge des roten Farbstoffes proportional zur Anzahl
der lysierten Zellen.[120]

Funfzehn Minuten vor den eigentlichen Messungen wurden in zwei Kavitéten, in denen
sich die Zellen mit reinem Medium befanden, der Lysepuffer hinzugegeben. VVor Beginn
der Versuchsdurchfiihrung wurde der Catalyst (Solution 1) in 1 pl destilliertem Wasser
geldst, gemischt und fiir zehn Minuten ruhig stehen gelassen. Nach dem Ablaufen der
Inkubationszeiten wurden je Kavitat 80 pl vom Uberstand der durchsichtigen 96-Well-
Mikrotiterplatten abgenommen und in eine neue 96-Well-Mikrotiterplatte Uberfihrt. Die
Herstellung des Reaktionsgemisches erfolgte kurz vor der eigentlichen Verwendung. Es
wurden 80 ul von dem Reaktionsgemisch zu jeder Kavitat hinzugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min unter Lichtabschluss erfolgte die Absorptionsmessung im
FLUOstar Galaxy (BMG Labtechnologies GmbH, Deutschland).[131] Fir die
Monolayerzellkulturen wurde kein LDH-Assay-Test durchgefuhrt, da falsch positive
Ergebnisse aufgrund von Interaktionen der Silberionen mit Kit-Bestandteilen zu erwarten
sind. Derartige Interaktionen wurden auch schon in anderen Verdffentlichungen
beschrieben.[132] Somit beschrankte sich die Anwendung des LDH-Assays auf den
Zelluberstand des Mediums der VVollhautmodelle (siehe Abbildung 17 links).

3.12.4 MTT-Assay

Das MTT-Assay wird genutzt, um die Zellvitalitdt bzw. die Schéadigung an Zellen zu
visualisieren und zu charakterisieren. Er beruht auf der Reduktion des wasserldslichen
gelben Farbstoffes 3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
zu einen blauen/violetten wasserunldslichen Formazansalz. Erstmalig wurde dieser Test
von Mosmann 1983 beschrieben.[133] Die Umwandlung des Farbstoffes geschieht dabei
nur in metabolisch aktiven Zellen und ist somit direkt proportional zum Anteil
lebensfahiger Zellen in der Zellkultur. Eine abnehmende Farbung von Kulturen oder
komplexen Modellen ist ein Zeichen fir zytotoxisches Verhalten der getesteten
Substanzen. Einzelne Zelllinien zeigen unterschiedlich ausgeprégte Aktivitat in der
Umsetzung des Farbstoffes in Abhangigkeit vom Alter der Zellkultur, somit sollte der

Test immer an die entsprechende Zelllinie angepasst werden.[134]

Nach 24 h Inkubation der Hautmodelle im Brutschank mit den aufgelegten Textilien
wurden selbige entfernt und das Hautmodell mit dem Insert aus der Mikrotiterplatte

entfernt. Im Anschluss erfolgte die Teilung des Hautmodelles mit einem Skalpell in zwei
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identische Hélften, siehe Abbildung 17. Im Anschluss wurde jeweils eine Halfte in 600ul
MTT-L06sung in eine 12-Well-Mikrotiterplattegegeben (siehe Abbildung 18). Nach einer
Inkubationszeit von 2 h im Brutschrank wurde die MTT-L6sung abgesaugt. Die Kavitaten
der MTP wurden im Anschluss mit jeweils 2000 pl Isopropanol gefillt, um den
gebildeten Farbstoff aus den Zellen zu I6sen. Nach einer weiteren Inkubation von 2 h auf
dem Schiittler erfolgten die Abnahme von 200 ul der gefarbten Ldsungen und eine
Messung der Losungen im Reader. Die Intensitdt der Farbung ist in direkten
proportionalen Zusammenhang mit der Anzahl an lebenden Zellen in den
Vollhautmodellen.

Abbildung 17: (links) Hautmodelle in 12-Well-Mikrotiterplatte in Inserts. (mittig) Entferntes Insert aus
MTP. (rechts) Halbiertes HM fiir MTT-Assay und HE-Farbung.

Abbildung 18: Halbierte Hautmodelle in MTT-L6sung.

3.12.5 Interleukine

Interleukine gehdren zu den Zytokinen und sind kdrpereigene Botenstoffe fir die Zellen
des Immunsystems. Interleukine treten als Vermittler bei der Kommunikation der an
Immunreaktionen beteiligten Zellen auf. Die verschiedenen Interleukine haben
mannigfache Wirkungen auf das Immunsystem und kénnen Abwehrreaktionen einleiten

oder vermindern.

Interleukin-1-alpha (IL-1a) ist im Allgemeinen fir Entziindungsreaktionen, Forderung
von Fieber und Sepsis verantwortlich (proinflammatorisches Zytokin). Es spielt eine

zentrale Rolle bei der Regulation der Immunantwort des Korpers. IL-1a wird konstitutiv
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durch Ephitelzellen produziert, hierbei sind die gréfiten Mengen in der menschlichen
Epidermis zu finden, wo sie hauptsachlich von Keratinozyten produziert und freigesetzt
werden. Weiterhin initiiert IL-1a unter anderem die Proliferation von Fibroblasten und
die Sekretion der Kollagenase, wodurch die Wundheilung beschleunigt werden
kann.[135]

Interleukin-6 reguliert wie andere Zytokine die Entziindungsreaktionen des Organismus.
Es wirkt als Differenzierungsfaktor fir Lymphozyten und Aktivierungsfaktor fir T-
Zellen. Es bewirkt die Synthese verschiedener Faktoren der unspezifischen
Immunantwort. Erhohte IL-6-Werte im Serum oder Plasma treten bei allen
Entzindungsreaktionen im Korper auf wie Sepsis, Gewebeschaden oder bakteriellen oder
viralen Infektionen. Die Konzentration an IL-6 korreliert dabei mit der Schwere der
Sepsis.

Interleukin-8 gehort ebenfalls zu den Zytokinen und ist stark in die Immunantwort des
Kdrpers involviert. Hierbei bewirkt I1L-8 unter anderem die Anreicherung von
neutrophilen Granulozyten am jeweiligen Infektionsherd entsprechend den IL-8-
Gradienten. Weiterhin ist IL-8 an der Angiogenese beteiligt und ist somit ein wichtiger
Faktor flr die Wundheilung.

Alle genutzten Interleukin-Assays funktionieren nach dem Prinzip eines nicht-
kompetiven Assays (Sandwich-Immunassay), in welchem ein jeweils spezifisches
Antigen (IL-1a., 11-6 und IL-8) an einem markierten Antikorper gebunden wird. Dieser

kann dann entsprechend des Assays (Herstellerangaben) quantifiziert werden.

3.12.5.1 Interleukin-1-alpha-ELISA

Die Durchfiihrung des Versuches wurde nach der Anleitung des Assays Kits von R&D-
System Human IL-1 alpha/IL-1F1 Quantikine ELISA Kit ausgefiihrt. Durch die Bindung
von humanem IL-1oc durch monoklonale Antikdrper und einen zweiten Biotin-
gekoppelten Antikorper sowie einer Streptavidin-gekoppelten Peroxidase wird die
Bindung sichtbar gemacht. Als Substrat wird TMB genutzt und durch Streptavidin-
gekoppelte Peroxidase zu einem Farbprodukt umgesetzt. Gestoppt wird die Reaktion
durch die Zugabe von H>SO4. Mithilfe einer Kalibrierkurve, welche nach Anleitung mit
den Materialien im Assay Kit angefertigt wird, kann der Test quantitativ ausgewertet

werden.
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Zuerst wurde die mit einem IL-1o-Antikorper beschichtete MTP dreimal mit 400 pl
Waschpuffer pro Well gewaschen und im Anschluss mit 300 pl/Well Reagent-Diluent fur
eine Stunde geblockt. Danach folgte ein analoges Auswaschen mit Waschpuffer. Nach
dem Pipettieren von 200 pl Standard (des Assays) und Proben (Uberstand der
Néhrstofflosung der Hautmodelle) in Doppelbestimmung erfolgte eine zweistiindige
Inkubation bei RT. Nach diesem Schritt erfolgte ein abermaliges Waschen mit
Waschpuffer. Hiernach wurden in jedes Well 100 pl biotinylierter Antikdrper gegeben
und fir 2 h bei RT inkubiert. Nach diesem Schritt erfolgte ein erneutes Waschen mit
Waschpuffer. Streptavidin-Peroxidase wird in jedes Well der MTP gegeben und unter
Lichtausschluss fur 20 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein erneutes Waschen mit
Waschpuffer und die Zugabe von jeweils 100 pl TMB-Substratlosung je Well.
Abschlielend wurde die Platte unter Lichtausschluss inkubiert und nach 20 min die
Reaktion mit 50 pl Schwefelséure (H2SO.) abgestoppt. Es folgte die Absorptionsmessung

der Losungen in jedem Well bei 450 nm.

3.12.5.2 Interleukin-6-ELISA

Die Messung des Interleukin-6 wurde mithilfe eines Assays Human IL-6 ELISA
development kit (HRP) von Mabtech durchgefihrt. Die prinzipielle Durchfiihrung ist
identisch mit 3.12.5.1 Interleukin-1-alpha-ELISA. Zu Beginn wurde die mit IL-6-
Antikorpern beschichtete Mikrotiterplatte zweimal mit PBS gewaschen und im Anschluss
mit 200 pl Inkubations-Puffer pro Well fiir eine Stunde blockiert. Hierauf folgte ein
finfmaliges Waschen der Platte mit 300 pl PBS-Tween pro Well. Im n&chsten Schritt
wurden jeweils 100 pl Proben (Uberstand der Nahrstofflésung der Hautmodelle) bzw.
Standard (des Assays) in die entsprechenden Wells pipettiert und fir 2 h bei RT inkubiert.
Hiernach folgte ein erneutes Waschen aller Wells mit je 300 pl PBS-Tween. Fir die
Reaktion wurden nun 100 pl Biotin-markierte Antikorper in jedes Well gegeben und fir
1 h bei RT inkubiert. Im folgenden Schritt wurden alle Wells abermals gewaschen und es
wurde Streptavidin-Peroxidase in die Wells gegeben. Die MTP wurde nach der Zugabe
von Streptavidin-Peroxidase fir 1 h bei RT inkubiert, es folgte ein funfmaliges Waschen
mit 300ul/Well PBS-Tween. AbschlieBend wurde die Platte unter Lichtausschluss
inkubiert und nach 20 min die Reaktion mit 50 ul H2SO4 abgestoppt. Es folgte die

Absorptionsmessung der Lésungen in jedem Well bei 405 nm.

3 Materialien und Methoden



64

3.12.5.3 Interleukin-8-ELISA

Die Durchfiihrung des Versuches wurde nach der Anleitung des Assays Kits von R&D-
System Human IL-8/CXCL8 Quantikine ELISA Kit ausgefiihrt. Die prinzipielle
Durchfiihrung ist identisch mit 3.12.5.1 Interleukin-1-alpha-ELISA. Zuerst wurde die mit
IL-8-Antikorper-beschichtete Mikrotiterplatte dreimal mit 400 ul Waschpuffer pro Well
gewaschen und im Anschluss mit 300 pl/Well Block Buffer fur eine Stunde geblockt.
Danach folgte ein analoges dreimaliges Auswaschen mit PBS-Tween. Nach dem
Pipettieren von 100 pl Standard (des Assays) und Proben (Uberstand der Nahrstofflosung
der Hautmodelle) in Doppelbestimmung erfolgte eine zweistiindige Inkubation bei RT.
Nach diesem Schritt erfolgte ein erneutes Waschen mit Waschpuffer. Hiernach wurden
in jedes Well 100 ul Detection Antibody gegeben und fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach
diesem Schritt erfolgte ein erneutes Waschen mit Waschpuffer. Streptavidin-Peroxidase
wurde in jedes Well der MTP gegeben und fir 20 min inkubiert und danach mit
400ul/Well PBS-Tween gewaschen. AbschlieRend wurde die Platte unter Lichtausschluss
inkubiert und nach 20 min die Reaktion mit 50 pl H2SO4 abgestoppt. Es folgte die

Absorptionsmessung der Lésungen in jedem Well bei 405 nm.

3.12.6 Anfertigung von histologischen Schnitten

Die Herstellung der histologischen Schnitte begann mit der vorsichtigen Entfernung der
Hautmodelle aus den Inserts der Mikrotiterplatten. Die entfernten Hautmodelle wurden
mittig in zwei ann&hrend gleich groRRe Halften unter Verwendung eines Skalpells geteilt
(siehe Abbildung 17). Eine Hélfte des Hautmodells wurde mittels Einbettkassette in
Formalinlosung gegeben. Mittels Histokinette wurden die Hautmodelle im Anschluss zur
Entwasserung in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von Ethanol bei 40 °C
inkubiert. Es folgte eine Behandlung der Hautmodelle mit 40 °C temperiertem Xylol fir
45 min und im Anschluss erneut zweimal fir 60 min. In den nachsten Schritten wurden
die Modelle in 60 °C warmes Paraffin gegeben (insgesamt fiir 200 min). Darauffolgend
konnten die Hautmodelle mit 60 °C warmem Paraffin in Blocke gegossen und ausgehartet
werden. Um die Hautmodelle mittels Mikrotom zu schneiden, wurden die Blocke auf -15
°C abgekuhlt. Die resultierenden Schnitte hatten eine Starke von circa 4 um und wurden
direkt nach dem Schnitt in 40 °C warmes Wasser gegeben. Die so fertigen Schnitte
konnten auf Objekttrager aufgezogen werden. Ein anschlieBendes Trocknen der

Objekttréger erfolgte in zwei Stufen bei 45 °C und 60 °C fir je 35 min im Warmeschrank.
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Als letzter Schritt vor der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurde das

enthaltene Paraffin durch eine absteigende Alkoholreihe entfernt.

Die HE-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung, welche in der Histologie sehr gebrauchlich
ist. Damit ist es moglich, bildgebende morphologische Mikroskopie-Untersuchungen an
Gewebeproben durchzufiihren. Der Farbstoff Hamatoxylin wird mittels Oxidation zu
Hamatein umgewandelt, weiterhin entsteht durch eine Chelatbildung auch Hamalaun. Mit
dieser Verbindung werden saure Gewebestrukturen wie Phosphatgruppen der DNS blau
gefarbt. Sdmtliche eosinophilen Strukturen wie Zellplasmaproteine, Kollagen, Kreatin
und Mitochondrien werden mit dem Farbstoff Eosin rot gefarbt.[136] Die Farbung der

Hautmodellschnitte erfolgt dabei in einen automatisierten Farbeautomaten.

3.13 Auswertung und Statistik

Samtliche Versuche wurden mindestens in Dreifachbestimmung durchgefihrt und
zweimal wiederholt (n=2). Hierbei wurden alle Einzelergebnisse und die

Wiederholungsmessung zu einem Mittelwert mit Standardabweichung zusammengefasst.

3 Materialien und Methoden



66

4  Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungen
(sowohl biologisch als auch physikalisch) dargestellt. Zunachst werden die
Materialcharakteristika der hergestellten Wundauflagen vorgestellt. Im Anschluss folgt
die Darstellung der Ergebnisse der Untersuchungen der antibakteriellen Aktivitat der
hergestellten Wundauflagen. Zum Abschluss werden die Ergebnisse der zytotoxischen

Untersuchungen beschrieben.

Im Ergebnis der vorliegenden Arbeit sind zwei verschiedene Grundmaterialien A und B
(siehe Kap. 3.2 und Tabelle 9) mit verschiedenen Precursoren (siehe Kap. 3.3) beschichtet
worden. Die einzelnen Material- und Precursorkombinationen sind in einer Ubersicht in
Tabelle 17 dargestellt. Die gewahlten Beschichtungsparameter fur die Herstellung der
acht verschiedenen finalen Material- bzw. Precursorkombinationen sind in Tabelle 18
aufgefiihrt. Die Beschichtungsparameter wurden anhand von Vorversuchen mit
Bakterienzellulose, Lyocell und der PES/CV-Textilien ermittelt, deren Resultate den
jeweiligen Darstellungen der Ergebnisse der antibakteriellen und zytotoxischen
Untersuchungen vorangestellt sind. Teile dieser Arbeiten und der daraus resultierenden
Ergebnisse wurden bereits in wissenschaftlichen Journalen und Buchbeitrdgen publiziert
sowie teilweise patentiert.[104][137][138][139]

Tabelle 17: Ubersicht Material- und Precursorkombinationen der beiden Materialien A und B und der vier
verschiedenen Precursoren.

Abkirzung | Material Precursor (Konz. m % Wirkstoff )

AgNaMA Material A Silbernanopartikelprecursor (5 %)

AgNaMB Material B Silbernanopartikelprecursor (5 %)

AgNiMA Material A Silbernitratprecursor (5 %)

AgNiMB Material B Silbernitratprecursor (5 %)

ZnNaMA Material A Zinkoxidnanopartikelprecursor (25 %)

ZnNaMB Material B Zinkoxidnanopartikelprecursor (25 %)

ZnNiMA Material A Zinknitratprecursor (25 %)

ZnNiMB Material B Zinknitratprecursor (25 %)
SIOMA Material A Reine Siliziumdioxidschicht
SiOMB Material B Reine Siliziumdioxidschicht
RefMA Material A Unbehandeltes Material A
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Abkurzung Material

Precursor (Konz. m % Wirkstoff )

RefMB Material B

Unbehandeltes Material B

Tabelle 18: Gewahlte Anlagenparameter fir Wundauflagenbeschichtungen, resultierend aus
Vorversuchen und Materialeignung.

Parameter Bereiche

Leistung Plasmaanlage 250 W

Vordruck Arbeitsgas 6 bar

Abstand AuRRenelektrode zu Substrat 12 mm

Raster fiir Beschichtung 3mm

Arbeitsgas Druckluft

Frequenz Automatik

Vordruck Zweistoffdiise 1,5 bar

Fluss Tragergasstrom LARS 10 I/min

Fluss HMDSO (erster Precursor) 7 ml/min (gasférmig)

Fluss zweiter Precursor 25 pl/min (Zn 25 %) + 35 pl/min (Ag 5 %)
(flussig) + doppelte Rate fur
Freisetzungskinetik

Verfahrgeschwindigkeit Substrat 200 mm/s

4.1 Materialcharakteristika

4.1.1 Visuelles Erscheinungsbild der beschichteten Textilien

Durch Beschichtung der Textilien unter Verwendung der APCVD-Technik mittels in eine
Siliziumdioxid-Matrix (SiOx) eingebetteten verschiedenen Precursoren (Silber und Zink)
ergaben sich teilweise visuelle Verédnderungen im Vergleich zu den nicht behandelten
Ausgangstextilien (siehe Abbildungen 19 und 20). Die reine SiOx-Matrixschicht
veranderte das makroskopische Erscheinungsbild der Textilien nicht. Die zinkhaltigen
Beschichtungen (ZnNa, ZnNi) verdnderten die visuelle Erscheinung der Textilien
ebenfalls nicht, da diese als Grundfarbe ebenfalls einen hellen Farbton aufweisen.
Beschichtungen mit Silbernitratprecursor (AgNi) ergaben einen gelblichen Farbton,

welcher in Abhdngigkeit der Dosierrate an Farbintensitdt zunahm. Beschichtungen mit

Silbernanopartikelprecursor (AgNa) ergaben einen leichten silbrigen Farbton.
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Wie in den Abbildungen 19 und 20 zu erkennen ist, war eine Verfarbung nur bei der
Nutzung von AgNi-Precursor fir die beiden Materialien visuell deutlich erkennbar. In
Abbildung 21 sind mikroskopische Aufnahmen von mit Silbernitratprecursor (AgNi)
beschichteten Materialien A (AgNiMA) und B (AgNiMB) dargestellt. Es zeigte sich, dass
Fasern, welche ndher an der Oberflache gelegen waren, eine intensivere Farbung durch

die Beschichtung mittels AgNi-Precursor erhielten.

[Material A || "Material A [ Material A Material A___|| Material A g Material A
unbeschichtet SiO, Zinkoxidnanopartikel]  Zinknitrat Silbernanopartikel | Silbernitrat Silbernitrat
25 pl/min 25 pl/min 35 pl/min 35ul/min 70 pl/min

Abbildung 19: Visuelles Erscheinungsbild von Material A nach der Beschichtung mit den verschiedenen
Wirkstoffprecursoren.

Material B Material B

Material B | Material B Material B | Material B Material B
" unbeschichtet Si0; rtikel | Zinknitrat Silbernanopartikel | Silbernitrat Silbernitrat

| 25 pl/min 25 pl/min | 35 pl/min 35ul/min 70 pl/min

Abbildung 20: Visuelles Erscheinungsbild von Material B nach der Beschichtung mit den verschiedenen
Wirkstoffprecursoren.

Abbildung 21: Mikroskopisches Erscheinungsbild der beschichteten Materialien A (links) und B (rechts)
nach der Beschichtung mit Silbernitratprecursor (AgNi). Im oberen Bereich des Bildes vergroRerte
Darstellungen der Vertiefung der Materialien (Lamminierungsstelle). Eine Ubersicht der Materialien im
unteren Bereich des Bildes.

4.1.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Untersuchungen mittels Rasterelektronenmikroskopie wurde an den beschichteten und

nicht beschichteten Textilien durchgefihrt. Ziel war eine Visualisierung der
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abgeschiedenen Schichten auf den einzelnen Textilbestandteilen (Fasern) fir eine
Abschatzung der Schichthomogenitat und Partikelverteilung auf der Oberflache. Um
diese Analyse durchzufiihren, wurden alle Textilien zuvor mittels einer Goldschicht
bedampft, um diese leitfaéhig zu machen, was fur die Rasterelektronenmikroskopie

teilweise notwendig ist.

Nicht beschichtete Materialien A und B sind in den Abbildungen 22 und 23 dargestellt.
Wie bereits bei der Materialvorstellung erwéhnt, bestanden beide Materialien aus
Polyamid (PA) und Viskose (V1). Die Fasern der Materialien unterschieden sich deutlich.
Polyamidfasern hatten einen groReren Faserdurchmesser, hingegen waren Viskosefasern
kleiner und stets geblindelt. In Abbildung 24 und 25 sind die reinen SiOx-Matrixschichten
auf beiden Materialien dargestellt. Diese waren durch eine raue Struktur gekennzeichnet.
In den Abbildungen 26 bis 33 sind alle Material- und Wirkstoffkombinationen der silber-
und zinkhaltigen Beschichtungen fiir Material A und B dargestellt. Es zeigte sich, dass
die Strukturen, welche auf den einzelnen Bestandteilen (PA und VI) der Materialien
aufwuchsen, identisch zu denen der reinen Siliziumdioxidschichten erschienen.
Mikroskopisch konnten diese ohne weitere Elementanalysen nicht unterschieden werden,
auch wenn die Strukturen in den Abbildungen nicht absolut identisch dargestellt werden
konnten, aufgrund von praparations- und aufladungsbedingten Besonderheiten bei der
rasterelektronemikroskopischen Analyse. Daraus folgernd wurden sowohl Silber- als

auch Zinkoxidnanopartikel in die Schichten eingebaut.

[ Sum |-
Abbildung 22: Material A ohne Beschichtung Abbildung 23: Material B ohne Beschichtung
(MA). Links PA-Faser, Rechts VI-Fasern (MB). Links PA-Faser, Rechts VI-Fasern
(Mal3stab 5 um). (Mal3stab 5 pum).
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Abbildung 24: Material A mit reiner Abbildung 25: Material B mit reiner
Siliziumdioxidbeschichtung (SIOMA). Links PA- Siliziumdioxidbeschichtung (SiOMB). Links PA-
Faser, Rechts VI-Fasern (MaR3stab 5 pum). Faser, Rechts VI-Fasern (Maf3stab 5 um).

Abbildung 26: Material A mit Silbernanopartikel  Abbildung 27: Material B mit Silbernanopartikel
aus Silbernanoprecursor (AgNaMA\). Links PA- aus Silbernanoprecursor (AgNaMB). Links PA-
Faser, Rechts VI-Fasern (Mafstab 5 um). Faser, Rechts VI-Fasern (MaBstab 5 pum).

Sp ho— 1 sum

Abbildung 28: Material A mit Silbernanopartikel ~ Abbildung 29: Material B mit Silbernanopartikel

aus Silbernitratprecursor (AgNiMA). Links PA- aus Silbernitratprecursor (AgNiMB). Links PA-
Faser, Rechts VVI-Fasern (Maf3stab 5 pm). Faser, Rechts VI-Fasern (Maf3stab 5 pum).

Abbildung 30: Material A mit Zinkoxid aus Abbildung 31: Material B mit Zinkoxid aus

Zinkoxidnanoprecursor (ZnNaMA). Links PA- Zinkoxidnanoprecursor (ZnNaMB). Links PA-

Faser, Rechts VI-Fasern (MaRstab 5 pum). Faser, Rechts VI-Fasern (Malstab 5 pm).

¥ e A - w

Abbildung 32: Material A mit Zinkoxid aus Abbildung 33: Material B mit Zinkoxid aus

Zinknitratprecursor (ZnNiMA). Links PA-Faser, Zinknitratprecursor (ZnNiMB). Links PA-Faser,
Rechts VI-Fasern (Malistab 5 pm). Rechts VI-Fasern (Mafstab 5 um).
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4.1.3 Rodntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)

4.1.3.1  Tiefenprofil mittels XPS

Untersuchungen mittels XPS wurden durchgefiihrt, um den Schichtaufbau der
abgeschiedenen Schichten im Tiefenprofil darzustellen. Die Untersuchungen des
Schichtaufbaues wurden an Siliziumwafern durchgefiihrt. Eine direkte Ubertragung der
auf den Wafern gemessenen Gesamtmengen an Silber und Zink auf die jeweiligen
Wundauflagen bzw. Textilien ist jedoch nicht ohne weiteres maéglich. Auf Siliziumwafern
abgeschiedene Schichtsysteme wurden mittels einer lonenquelle abgetragen und
analysiert. Die Atzzeit korrelierte hierbei mit den Schichtdicken der abgeschiedenen
Schichten. Die Schichten wurden demzufolge bis auf das Interface zwischen
Schichtsystem und Siliziumwafer abgetragen (Krater bzw. Durchmesser des
abgetragenen Bereiches circa 5 pm). Als Resultat erhdlt man die elementare
Zusammensetzung Uber den Verlauf der Schichten in Abhéngigkeit von der Zeit. Eine
Atzzeit von etwa 100 s entsprach 10 nm Schichttiefe. Der gemessene Ubergang des
Interfaces zum reinen Siliziumwafer befindet sich jeweils am Schnittpunkt der
Sauerstoff- und Siliziumlinie, an welcher die applizierte Siliziumdioxidschicht in reines
Silizium ubergeht. Der gemessene flieRende Ubergang ist mit der unscharfen Abtragung
und der nicht klaren Atzkante auf dem Wafer zu erklaren. Die erhohten Kohlenstoffwerte
auf allen Proben am Anfang jeder Messung waren der natirlichen Verunreinigung der
Proben mit Kohlenstoff an Atmosphéarendruckumgebung zuzuschreiben. Abbildung 34
zeigt den gemessenen Verlauf von Zinkoxid-dotierten Schichten, welche mit
Zinknitratprecursor hergestellt wurden. Der Zinkgehalt lag durchschnittlich bei 5 At%.
Abbildung 35 zeigt das Schichtsystem, welches mit Zinkoxidnanopartikeln als Precursor
hergestellt wurde. Hierbei konnten im Mittel nur geringe Spuren in der GréRenordnung
von 0,36 At% von Zink nachgewiesen werden. Abbildung 36 zeigt den Verlauf einer
silberhaltigen Schicht, hergestellt aus Silbernitrat als Precursor. Der Silbergehalt war im
oberen Bereich der Schicht bis circa 20 nm messbar und lag bei etwa 5 At%. Bei
Annaherung an das Interface konnte Silber nur noch in Spuren (0,3 At%) nachgewiesen
werden. Abbildung 37 zeigt den Schichtverlauf der silberdotierten Schichten hergestellt
mit Silbernanopartikel-Precursor. Der Silbergehalt war mit durchschnittlich 1,49 At%
Uber den gesamten Schichtverlauf konstant. In Tabelle 19 sind die mittleren Gehalte aller

Elemente lber die gesamte Schichttiefe kompakt dargestelit.
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Abbildung 34: Verlauf der Elementarzusammensetzung (XPS-Tiefenprofil) einer Zinkoxid-dotierten
SiOx-Schicht (mittels Zinknitratprecursor ZnNi) auf Siliziumwafer. Dargestellt ist die
Elementzusammensetzung in Abhéngigkeit von der Schichttiefe (Atzzeit) fiir Zink, Kohlenstoff,
Sauerstoff und Silizium. Im unteren Bildbereich ist der Verlauf des Zinkgehaltes nach Schichttiefe
vergroBert dargestellt.
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Abbildung 35: Verlauf der Elementarzusammensetzung (XPS-Tiefenprofil) einer Zinkoxid-dotierten
SiOx-Schicht (mittels Zinkoxidnanopartikelprecursor ZnNa) auf Siliziumwafer. Im unteren Bildbereich ist
der Verlauf des Zinkgehaltes nach Schichttiefe vergroRert dargestellt.
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Abbildung 36: Verlauf der Elementarzusammensetzung (XPS-Tiefenprofil) einer Silber-dotierten SiOx-
Schicht (mittels Silbernitratprecursor AgNi) auf Siliziumwafer. Im unteren Bildbereich ist der Verlauf des

Silbergehaltes nach Schichttiefe vergroRert dargestellt.
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Abbildung 37: Verlauf der Elementarzusammensetzung (XPS-Tiefenprofil) einer Silber-dotierten SiOx-
Schicht (mittels Silbernanopartikelprecursor AgNa) auf Siliziumwafer. Im unteren Bildbereich ist der
Verlauf des Silbergehaltes nach Schichttiefe vergroRert dargestellt.
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Tabelle 19: Gemessene Elementgehalte (gemittelt Giber 50 nm Schichtdicke) der Schichtsysteme auf
Siliziumwafer in Atomprozent (At%) und umgerechnet in Masseprozent (Masse %).

Schichtsystem aus: Silber / Zink Kohlenstoff Sauerstoff Silizium
[At%] [At%] [At%] [At%]

Silbernanopartikelprecursor

(AgNa) 1,49 3,13 52,99 42,39

Silbernitratprecursor (AgNi) 1,30 2,95 59,02 36,38

Zinkoxidnanopartikelprecursor

(ZnNa) 0,36 4,68 47,38 47,24

Zinknitratprecursor (ZnNi) 5,03 3,11 55,30 35,90

Umgerechnet in Masse % Silber / Zink Kohlenstoff Sauerstoff Silizium

[Masse %] [Masse %] [Masse %] [Masse %]

Silbernanopartikelprecursor

(AgNa) 7,50 1,75 39,58 55,58

Silbernitratprecursor (AgNi) 6,55 1,65 44,09 47,71

Zinkoxidnanopartikelprecursor

(ZnNa) 1,04 2,49 33,55 58,73

Zinknitratprecursor (ZnNi) 14,56 1,65 39,16 44,63

41.3.2

Elementverteilung/Mapping mittels XPS

Weiterhin konnte mit einem XPS-Mapping die oberflachige Elementverteilung an

Material A beschichtet mit Silbernitratprecursor (AgNiMA) visualisiert werden (siehe

Abbildung 38). Das Mapping zeigte eine gleichmaRige Verteilung des Silbers auf den

Fasern, welches bei grofieren Intensitaten der Matrixbestandteile (Sauerstoff) ebenfalls in

erhdhter Konzentration vorlag, sodass ein Einbau des Silbers in das Matrixsystem (SiOx)

erfolgreich belegt werden konnte. Das Mapping konnte nur fur diesen einen Fall

durchgefiihrt werden, da es bei Material B aufgrund der feineren Struktur zu groRen

Aufladungserscheinungen gekommen war. Durch diese Aufladungen bewegten sich

einzelne Fasern des Materials und es konnten keine verwertbaren Mappings angefertigt

werden. Weiterhin war die Signalintensitat fir zinkhaltige Beschichtungen und

Silbernanopartikel an der Oberflache nicht hoch genug.
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Max: 79.9
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Sauerstoff (O)

Abbildung 38: XPS-Mapping von Material A mit Silbernitrat. Links: Silberverteilung auf den Fasern.
Rechts: Sauerstoffverteilung (Matrixschicht SiO2) auf den Fasern. Die Skala gibt die gerateinterne
Intensitat des Signales wieder, hohe Intensitét entspricht einer erhdhten Konzentration des gemessenen
Elementes.

4.1.4 Extraktion nach DIN EN ISO 10993-12 und ICP/OES

Die Messung des Silber- und Zinkgehaltes in den hergestellten Extrakten erfolgte mittels
ICP/OES. Ziel war es, die Freisetzungsraten von Silber und Zink aus den beschichteten
und am Markt erhéltlichen Textilien im Verlauf von 24 h in das Extraktionsmedium zu
ermitteln. Weiterhin sollten Unterschiede der Freisetzungen aus den verschiedenen
Materialien MA und MB sowie der Einfluss unterschiedlicher (doppelter) Dosierraten der

verschiedenen Precursoren ermittelt werden.

In Abbildung 39 ist die Freisetzung von Silber aus den silberhaltigen Beschichtungen auf
Material A und B (MA und MB) mit zwei Dosierraten (35 pl/min und 70 pl/min) von
Silbernitrat und Silbernanopartikeln (AgNi und AgNa) sowie aus den am Markt
befindlichen Produkten (M1S, M2S, M3S; siehe Tabelle 11) mit einem
Extraktionsverhaltnis von 2,5cm?ml (Siehe 3.5.3, Tabelle 14) dargestellt. Bei
Beschichtungen mit Dosierraten der Silberprecursoren von 35 pl/min und 70 pl/min
waren entsprechende Verdopplungen der freigesetzten Silberkonzentrationen im Extrakt
messbar. Dies betraf sowohl Beschichtungen mit Silbernitrat (AgNiMA und AgNiMB)
als auch Beschichtungen mit Silbernanopartikeln (AgNaMA und AgNaMB) als
Precursoren. Unabhdngig vom Grundsubstrat war, trotz identischer Mengen an
eingesetztem und vorhandenen Silber (siehe Tabelle 19), die Freisetzung aus
Beschichtungen mit Silbernitrat als Precursor um bis zu 50 % erhoht. Bei der Freisetzung
des Silbers war eine Abhdngigkeit vom Grundmaterial zu erkennen. Die freigesetzte
Menge Silber aus Material B war stets leicht hoher als die aus Material A. Dieses Ergebnis

war unabhéngig vom eingesetzten Silberprecursor. Die Freisetzung des Silbers aus den
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am Markt befindlichen Produkten lag in einem sehr breiten Bereich zwischen 0,05 mg/I
und 7 mg/l. Das Produkt M1S hatte aufgrund seiner hohen Quellfahigkeit die gesamte
Extraktionsflussigkeit aufgesogen, wodurch die Probenentnahme erschwert wurde.

9 7
8
7
= 6
[<"]
E s
E 4 M 35 pl/min
1]
= 3 2,2 m 70 pl/min
v 2
2 - ; 14 Markt
0,63 0,69 1
1 i i O,;G 0,05
0 - T T T T -
\ ® v ® o 5 5
& & & 0§ N

Abbildung 39: Silberfreisetzung aus mit Silberprecursoren in unterschiedlichen Dosierraten (35 und 70
pl/min) beschichteten Wundauflagen und aus am Markt befindlichen silberhaltigen Wundauflagen nach
24 h Extraktion in entionisiertem Wasser (n=2, Dreifachbestimmung, Extraktionsverhaltnis 2,5 cm?/ml).

In Abbildung 40 ist die Freisetzung von Zink aus den mit Zinkprecursoren beschichteten
Wundauflagen mit einem Extraktionsverhaltnis von 2,5 cm?ml dargestellt. Die mit
Zinkprecursoren (ZnNa, ZnNi) beschichteten Materialien A und B verhielten sich analog
zu der Freisetzung der silberhaltigen Beschichtungen auf Material A und B (siehe
Abbildung 39). Die Menge an freigesetztem Zink war trotz héherer Mengen an Zink im
Precursor (25 % im Vergleich zu 5 % bei silberhaltigen Precursoren) geringer. Eine
Verdoppelung der Dosierrate der Wirkstoffprecursoren von 25 auf 50 pl/min erbrachte
auch bei den zinkhaltigen Beschichtungen eine nahezu verdoppelte Freisetzung an Zink

im Extraktionsmedium.
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Abbildung 40: Zinkfreisetzung aus mit Zinkprecursoren in unterschiedlichen Dosierraten (25 und
50 pl/min) beschichteten Wundauflagen nach 24 h Extraktion in entionisiertem Wasser.
(n=2, Dreifachbestimmung, Extraktionsverhaltnis 2,5 cm?/ml).
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Die gemessenen Freisetzungsraten der silber- und zinkhaltigen Beschichtungen,
dargestellt in den Abbildungen 39 und 40, zeigten den Einfluss einer verdoppelten
Dosierrate der Precursoren sowie den Vergleich mit am Markt befindlichen Produkten,
wobei ein Extraktionsverhaltnis von 2,5 cm?/ml verwendet wurde. In Abbildung 41 sind
die gemessenen Freisetzungsraten der silber- und zinkhaltigen Materialien dargestellt,
welche flr mikrobiologische Untersuchungen genutzt wurden. Dabei wurden flr die
silber- bzw. zinkhaltigen Precursoren jeweils nur die niedrigeren Dosierraten (35 bzw. 25
ul/min) eingesetzt. Durch das genutzte Extraktionsverhaltnis von 10 cm?/ml ergaben sich
hohere Silber- und Zinkgehalte in den Extrakten. Die Gegenuberstellung der gemessenen
Konzentrationen ist in Tabelle 20 dargestellt. Die Konzentrationen an Silber und Zink in
den Extrakten waren entsprechend der Vervierfachung des Extraktionsverhaltnisses
(Flache pro Flissigkeit) in ahnlichen GroRenordnungen angestiegen.
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Abbildung 41: Silber- und Zinkfreisetzung aus den beschichteten Wundauflagen nach 24 h Extraktion in
entionisiertem Wasser. (n=2, Doppelbestimmung, Extraktionsverhaltnis 10 cm?/ml).
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Tabelle 20: Gemessene mittlere Wirkstoffkonzentrationen aus den Extrakten nach 24 h Extraktion in
entionisiertem Wasser mit zwei verschiedenen Extraktionsverhéltnissen. Extraktionen mit einem
Extraktionsverhaltniss von 2,5 cm?/ml wurden fiir analytische Zwecke genutzt, Extraktionen mit 10
cm?/ml wurden fiir mikrobiologische Untersuchungen genutzt (x = nicht durchgefiihrt).

Wirkstoffprecursor / Material | Abkirzung | Wirkstoffgehalt mg/l | Wirkstoffgehalt mg/I
Produkt mit (Extr.-Verhéltnis 2,5 | (Extr.-Verhéltnis 10
verwendeter cm? pro ml) cm? pro ml)
Dosierrate

Silbernanopartikel 35 A (AgNaMA) 0,63 2,27
pl/min

Silbernanopartikel 70 A (AgNaMA) 1,13 X
pl/min

Silbernitrat 35 pl/min A (AgNiIMA) 1 2,8
Silbernitrat 70 pl/min A (AgNiMA) 2 X
Zinkoxidnanopartikel A (ZnNaMA) 0,07 0,25
25 pl/min

Zinkoxidnanopartikel A (ZnNaMA) 0,13 X
50 pl/min

Zinknitrat 25 pl/min A (ZnNiMA) 0,12 0,53
Zinknitrat 50 pl/min A (ZnNiMA) 0,26 X
Silbernanopartikel 35 B (AgNaMB) 0,69 2,52
pl/min

Silbernanopartikel 70 B (AgNaMB) 1,2 X
pl/min

Silbernitrat 35 pl/min B (AgNiMB) 1,4 4,8
Silbernitrat 70 pl/min B (AgNiMB) 2,2 X
Zinkoxidnanopartikel B (ZnNaMB) 0,2 0,7
25pl/min

Zinkoxidnanopartikel B (ZnNaMB) 0,38 X
50 pl/min

Zinknitrat 25 pl/min B (ZnNiMB) 0,4 1,3
Zinknitrat 50 pl/min B (ZnNiMB) 0,9 X
M1A X 0,36 X
M2S X 7 X
M3S X 0,05 X
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4.2 Untersuchungen der antibakteriellen Wirksamkeit

Zur Bestimmung der antibakteriellen Wirksamkeit der beschichteten Wundauflagen
wurden direkte und indirekte Assays genutzt. Zur indirekten Untersuchung wurden
Extrakte der Textilien verwendet und deren Wirkung auf die Mikroorganismen getestet.
Im direkten Kontakt wurde die Wirkung der jeweiligen beschichteten Substrate auf die
Mikroorganismen untersucht. Die aus den Voruntersuchungen an den Materialien
Bakteriencellulose, Lyocell und PES/CV gewonnenen Daten sind in die
Beschichtungsparameter fiir Material A und B eingeflossen.

4.2.1 Mikroplattenlasernephelometrie

Mit der Durchfuhrung der Mikroplattenlasernephelometrie sollte die Wirkung der silber-
und zinkhaltigen Extrakte auf das Wachstumsverhalten im Verlauf von 24 h auf
Bakteriensuspensionen von Staphylococcus aureus ATCC 6538 und Kilebsiella
pneumoniae ATCC 4352 (berprift werden. Als Ergebnis sollte im Idealfall kein
Wachstum der Bakterien im gesamten Zeitraum erfolgen. Als Referenz dienten
Bakteriensuspensionen, welche ohne Textilextrakte, sondern lediglich mit

Nahrstofflosung versetzt wurden.

In Vorversuchen wurden drei Materialien (Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CV) mit
silberhaltigen Beschichtungen entsprechend der in 3.5.3 beschriebene Methodik
extrahiert, diese Extrakte (hdchste Konzentration / geringste Verdlinnung) mit den beiden
Mikroorganismen tber 24 h inkubiert und das Bakterienwachstum Uber diesen Zeitraum
mithilfe der Mikroplattenlasernephelometrie aufgezeichnet (siehe Kap. 3.8.4). Es zeigte
sich, dass die antibakterielle Wirkung dieser Extrakte vom jeweiligen Material (Textil)
und der Precursorflussrate des Silberprecursors abhing. Es konnte festgestellt werden,
dass die silberhaltigen Extrakte eine starkere antibakterielle Wirkung gegen die
Bakteriensuspension der gramnegativen K. pneumoniae ausibten. Weiterhin zeigte sich,
dass bereits Precursorflussraten von 25 pl/min fur silberhaltige Precursoren ausreichend
waren, um das Wachstum der Bakterien in Suspension zu verringern, jedoch flihrten
Flussraten mit 50 pl/min zu starkeren Reduktionen des Bakterienwachstums bzw. einer
vollstandigen Hemmung (Abbildung 42).[137]

Als Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen wurde fir die Beschichtungen der
Materialien A und B eine Flussrate von 35 pl/min von Silberprecursoren mit 5 %
Silbergehalt gewéhit.
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Abbildung 42: Lasernephelometrische Messungen der Textiliextrakte aus Bakterienzellulose, Lyocell und
PES/CV. Die oberen Graphen zeigen den Einfluss der Extrakte aus silberhaltigen Beschichtungen mit
verschiedenen Precursor-Flussraten (25 und 50 pl/min) auf das Wachstum von K. pneumoniae, die
unteren Graphen zeigen die Wirkung der gleichen Extrakte gegen S. aureus. (Dargestellt Mittelwert,
Vierfachbestimmung, n=2) [137]

Resultierend aus den Ergebnissen der VVorversuche zu silberhaltigen Beschichtungen der
drei Materialien Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CV (Abbildung 42) wurden die
Beschichtungen an Material A und B mit den daraus resultierenden Parametern
ausgewdhlt. Die Extrakte aus Material A und B mit zink- und silberhaltigen
Beschichtungen bewirkten in Abhé&ngigkeit von der Extraktkonzentration (siehe Tabelle
15 in 3.8.4) entsprechende Wachstumsverzégerungen oder Wachstumsverringerungen in
den Bakteriensuspensionen. Abbildung 43 und 44 zeigen die gemessenen
Wachstumskurven von S. aureus unter den Einfluss der Textilextrakte mit Silber und Zink
beschichtetem Material A und B. Die Extrakte aus Material A und B von
Silbernanopartikelprecursor (AgNaMA, AgNaMB) als auch von Silbernitratprecursor
(AgNiMA, AgNiMB) zeigten in den hochsten genutzten Extraktkonzentrationen (90 %)
eine vollstandige Inhibierung des Wachstums. Einen identischen Einfluss hatten die
silberhaltigen Extrakte auf das Wachstumsverhalten von K. pneumoniae (Abbildung 45
und 46). Die 72 % Extraktkonzentrationen der vier silberhaltigen Extrakte hatten ein im
Vergleich zur Verwendung von reinem N&hrmedium um 7 h verzdgertes Wachstum bei

S. aureus und um 9 h verzdgertes Wachstum bei K. pneumoniae zur Folge.
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Bei der Wirkung der zinkhaltigen Extrakte beider Materialien A (ZnNaMA, ZiNaMA)
und B (ZnNaMB, ZiNaMB) auf S. aureus (Abbildung 43 und 44) war lediglich in den
Extraktkonzentrationen mit 90 % eine Beeinflussung des Wachstums feststellbar. Diese
aulerte sich in einer um 1 bis 2 h verzogerten Proliferation der Bakterien in den
Suspensionen. Extrakte aus Material A zeigte hierbei einen geringeren Einfluss auf das
Wachstum als Material B (Wachstumskurven etwas flacher gegen die Referenz). Die
Textilextrakte der zinkhaltigen Beschichtungen bewirkten ebenfalls nur eine leichte
Verringerung der Gesamttribung bei K. pneumoniae, welche lediglich bei ZnNi
ausgepragt erkennbar war mit etwa 500 RNU fur ZnNiMA (Abbildung 45) und 1000
RNU fir ZnNiMB (Abbildung 46) im Vergleich zu reinen Medium. ZnNaMA und
ZnNaMB hatten keine messbare Verringerung der Tribung und damit Beeinflussung des

Bakterienwachstums im Vergleich zur Kontrolle ergeben.
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Abbildung 43: Wachstumskurven von S. aureus tber 24 h unter Einfluss von Silber- und Zinkoxid-
Extrakten der Wundauflagen aus Material A. (Dargestellt Mittelwert, Sechsfachbestimmung, n=2)
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Abbildung 44: Wachstumskurven von S. aureus tber 24 h unter Einfluss von Silber- und Zinkoxid-
Extrakten der Wundauflagen aus Material B. (Dargestellt Mittelwert, Sechsfachbestimmung, n=2)
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Abbildung 45: Wachstumskurven von K. pneumoniae tber 24 h unter Einfluss von Silber- und Zinkoxid-
Extrakten der Wundauflagen aus Material A. (Dargestellt Mittelwert, Sechsfachbestimmung, n=2)
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Abbildung 46: Wachstumskurven von K. pneumoniae tber 24 h unter Einfluss von Silber- und Zinkoxid-
Extrakten der Wundauflagen aus Material B. (Dargestellt Mittelwert, Sechsfachbestimmung, n=2)

4.2.2 BacTiter-Glo™ (BTG)

Der BacTiter-Glo™ Assay wurde durchgefiihrt, um die beschichteten Wundauflagen und
die am Markt vorhandenen Produkte auf ihr antibakterielles Potenzial zu untersuchen.
Hierzu wurden 1 x 1 cm grofRe Proben der Textilien im direkten Kontakt mit einer
Bakteriensuspension von E. coli genutzt. Als Resultat sollte eine Verringerung der ATP-
Aktivitat der Bakterien in der Suspension gemessen werden, welche Ruckschliisse auf
das antibakterielle Potenzial erlaubten. Reine E. coli-Suspensionen ohne Materialkontakt
dienten jeweils als negative Referenz, auf welche die Daten normiert wurden. Dieser
Umstand erlaubt ATP-Werte tiber 100 %, da die Bakterien auf den Materialien adharieren
konnen und somit im Gegensatz zu rein planktonischen Suspensionen ideale
Bedingungen fir eine Vermehrung vorfinden, wenn diese Materialien keine

bakteriostatische oder antibakterielle Wirkung aufweisen.
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Erste Untersuchungen mit den Materialien Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CV,
beschichtet mit verschiedenen Dosierraten (25, 50 wund 100 pl/min) des
Silbernitratprecursors (5 %), erbrachten die in Abbildung 47 dargestellten
Ergebnisse.[138] Es zeigte sich, dass bereits geringe Dosierraten (25 pl/min) des 5 %
Silbernitratprecursors (AgNi) bei der Beschichtung der Materialien im BTG-Test eine
deutliche (unter 20 % ATP-Referenz E. coli) Verringerung des ATP-Gehaltes von E. coli
unabhdngig vom Material (Textil) erbrachten. Als zusatzlicher Schritt wurde in
Vorversuchen an Proben von Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CV, welche bereits fur
Extraktionen nach Kap. 3.5.3 genutzt wurden, ein anschlieBender BTG-Test
durchgefiihrt. Die Ergebnisse diese Assays sind in Abbildung 48 dargestellten. Es zeigte
sich, dass trotz durchgefuhrter Extraktion noch gentugend Wirkstoff (Silber) in den
Beschichtungen vorhanden war, um eine deutliche Reduzierung des ATP-Gehaltes der
Bakteriensuspension zu erreichen. Daraus konnte geschossen werden, dass nicht der

gesamte Wirkstoff aus den Textilien bei einer Extraktion ausgetragen wird.

200

150

—

ATP [%]

100 I ]: I

50

I_|
—
L_.

|

|
 —
—_
—_—
[:_<
e—
—

[

[

Lyocell
100 pl/min
Lyocell
50 pl/min
Lyocell
25 pl/min
Lyocell SiOx
Lyocell Ref
PES/CV
100 plfmin

PES/CV
50 pl/min
PES/CV
25 pl/min
PES/CV
Siox
PES
Ref.
E.coli

Bakteriencellulose
100 pl/min
Bakteriencellulose
50 pl/min
Bakteriencellulose
25 pl/min
Bakteriencellulose
SiOx
Bakteriencellulose
Ref.

Abbildung 47: ATP-Gehalt von E. coli-Bakteriensuspension nach 3 h Inkubation mit den Materialien
Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CV, beschichtet mit verschiedenen Dosierraten des
Silbernitratprecursors (AgNi); reine E. coli-Suspension als Referenz (Bezug 100 %); niedrigere ATP
Gehalte stehen fiir starkere antibakterielle Wirkung. (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung,
Vierfachbestimmung, n=2)
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Abbildung 48: ATP-Gehalt der E. coli-Bakteriensuspension nach 3 h Inkubation mit beschichteten
Materialien Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CV mit 50 pl/min des Silbernitratprecursors (AgNi)
nachdem die Proben 48 h extrahiert wurden; reine E. coli-Suspension als Referenz (Bezug 100 %);
niedrigere ATP-Gehalte stehen fiir starkere antibakterielle Wirkung. (Dargestellt Mittelwert mit
Standardabweichung, Dreifachbestimmung, n=2)

Die in den Voruntersuchungen an den Materialien Bakterienzellulose, Lyocell und
PES/CV gewonnenen Ergebnisse in Kombination mit Silbernitratprecursor zeigten, dass
Beschichtungen mit einer Flussrate von 25 pl/min des AgNi-Precursor auch im BTG-
Assay eine sehr gute antibakterielle Wirkung erzielten. Weiterhin zeigten die drei
Materialien nach einer Beanspruchung durch die Extraktion im Anschluss im BTG Assay
noch eine sehr gute antibakterielle Wirkung. Dies bestatigte die Wahl der Flussrate fur
die Beschichtungen fir Material A und B mit einer Flussrate von 35 pl/min fir
silberhaltige  Precursoren fir alle weiteren Untersuchungen. Vergleichbare
Untersuchungen fur die Nutzung von zinkhaltigen Precursoren wurden direkt an Material
A durchgefiihrt und nicht an den fiir die Vorversuche genutzten Materialien. In Abbildung
49 sind die gemessenen ATP-Gehalte der E. coli-Suspensionen nach 3 h Inkubation mit
Material A mit zinkhaltigen Beschichtungen dargestellt. Variiert wurde der Zinkgehalt
der Beschichtungen einerseits tber die Dosierrate (25 bis 250 pl/min) und andererseits
tber die Konzentration (5 % und 25 %) der verwendeten Precursoren. Es zeigte sich, dass
mit 5 % Zinknitratprecursor in der Beschichtung unabhangig von der Forderrate (25 bis
250 pl/min) keine Reduzierung des ATP-Gehaltes gemessen werden konnte. Eine
Erh6hung des Zinkgehaltes im Zinknitratprecursor (ZnNi) von 5 % auf 25 % bewirkte
eine starke Reduzierung des ATP-Gehaltes in der Bakteriensuspension. Der ATP-Gehalt

sank auf ein identisches Niveau im Vergleich zu 5 % Silbernitratprecursor (AgNi) mit
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einer Dosierrate von 35 pl/min. Diese Resultate wurden als Ausgangspunkt flr die
Erhohung der Zinkkonzentration in den Precursoren (ZnNa und ZnNi) genutzt, um mit
zinkhaltigen Beschichtungen eine identische antimikrobielle Wirkung im Vergleich zu

Beschichtungen mit 5 % Silberprecursor (AgNa, AgNi) zu erhalten.
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Abbildung 49: ATP-Gehalt der E. coli-Bakteriensuspension nach 3 h Inkubation mit Material A ,
beschichtet mit Zinknitratprecursor (ZnNi). Hellorange von links nach rechts Erhdhung der Dosierraten
von 25 bis 250 ul/min bei 5 % Zinknitratprecursor. Dunkelorange geringste Dosierrate (25 pl) mit 25 %

Zinknitratprecursor; reine E. coli-Suspension als Referenz (Bezug 100 %); niedrigere ATP-Gehalte
stehen fir starkere antibakterielle Wirkung. (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung,
Dreifachbestimmung, n=2)

Nach den Ergebnissen der Voruntersuchungen mit silberhaltigen Precursoren (Abbildung
47) und zinkhaltigen Precursoren (Abbildung 49) wurden die Parameter fur alle weiteren
Beschichtungen fiur zinkhaltige Precursoren auf 25 pl/min bei 25 % Zinkprecursoren
(ZnNi und ZnNa) sowie 35 pl/min bei 5 % silberhaltige Precursoren (AgNa und AgNi)
als Beschichtungsparameter fur mikrobiologischen Untersuchungen festgelegt.
Abbildung 50 zeigt die gemessenen ATP-Gehalte in E. coli-Bakteriensuspensionen nach
3 h Inkubation mit den beschichteten Materialien A und B und am Markt befindlichen
Wundauflagen. Die Normierung des ATP-Gehaltes erfolgt auf E. coli Bakterien (rote
Saule), welche ohne Probenmaterial inkubiert wurde. Die Wirkung der mit Silber
dotierten Wundauflagen war unabhéngig von Material A und B und vom verwendeten
silberhaltigen Precursor, als gut einzustufen (ATP-Gehalt unter 20 %). Mit Zinkoxid
dotierten Wundauflagen zeigten groRe Unterschiede zwischen den verwendeten
Zinkprecursoren. Die mit Zinkoxidnanopartikel dotierten Wundauflagen aus Material A
und B (ZnNaMA, ZnNaMB) zeigten im BTG-Test keine antibakterielle Wirkung. Mit
Zinknitrat hergestellten Wundauflagen (ZnNiMA, ZnNiMB) zeigten hingegen eine

vergleichbare Wirkung zu den mit Silber dotierten Schichten, unabhdngig vom
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verwendeten Material. Undotierte Proben, auf denen nur die Siliziumdioxid-Matrix
appliziert wurde (SIOMA, SiOMB), zeigten ebenso keine Wirkung auf E. coli wie die
unbeschichteten Materialien (RefMA, RefMB). Am Markt befindlichen silberhaltigen
Produkte M1S und M2S zeigten ebenfalls ein Absinken des ATP-Gehaltes der
Bakteriensuspensionen als Folge. Lediglich das Produkt M3S bewirkte im BTG-Assay

keine direkte Verringerung des ATP-Gehaltes in der Bakteriensuspension.
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Abbildung 50: ATP-Gehalt der E. coli-Bakteriensuspension nach 3h Inkubation mit beschichteten
Wundauflagen aus Material A und B und am Markt befindlichen Wundauflagen; reine E. coli-Suspension
als Referenz (Bezug 100 %); niedrigere ATP- Gehalte stehen fiir starkere antibakterielle Wirkung.
(Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung, Doppelbestimmung, n=2)

4.2.3 Plattenzahlverfahren (KbE-Test)

Der KbE-Test bietet die Moglichkeit, nach einer Inkubation (3 h) der Mikroorganismen
mit den beschichteten Materialien deren Vermehrungsfahigkeit auf Agar zu verifizieren.
Der Test kann sowohl indirekt mit Extrakten der beschichteten Materialien als auch im
Direktkontakt mit den beschichteten Textilien durchgefiihrt werden. Zur Erganzung des
BTG-Assays im Direktkontakt wurde der KbE-Test eingesetzt. Nach der Inkubation
wurden vier Verdiinnungen der Bakteriensuspensionen, welche mit den Textilien (iber 3
h in Kontakt waren, auf Agarplatten ausplattiert und tber 24 h im Brutschrank bebrutet.
Bei einer bakteriostatischen Wirkung konnen sich die Bakterien nach Ende der
Exposition mit den Wundauflagen im Normalfall weiter vermehren. Wenn die
Wundauflagen eine bakterizide Wirkung hatten, sollten nach dem Ausplattieren einer

entsprechenden Suspension keine neuen Kolonien entstehen.

In Abbildung 51 sind die Mittelwerte der Bakterienkonzentrationen (KbE/ml) aller nach
Kontakt mit den Textilien getesteten Bakteriensuspensionen dargestellt. Es zeigte sich,
dass alle mit zinkhaltigen Precursoren beschichteten Wundauflagen keine vollstandige
Inhibierung des Wachstums wvon E. coli bewirkt hatten. Dieser Effekt war
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materialunabhéngig, jedoch abhéngig vom verwendeten Precursor. So zeigten zinkhaltige
Beschichtung mit Nanopartikeln als Precursor (ZnNaMA und ZnNaMB) nur geringe
Wirkung auf das Wachstum der Bakterien. Hingegen hatte mit Zinknitratprecursor
beschichtetes Material (ZNnNiMA und ZnNiMB) eine stérkere antibakterielle Wirkung.
Die mit silberhaltigen Precursoren beschichteten Wundauflagen zeigten nach 3 h
Inkubation mit der Bakteriensuspension und 24 h Bebrutung kein Wachstum und hatten
somit einen starken antibakteriellen Effekt auf E. coli. Die silberhaltigen am Markt
befindlichen Produkte (M1S, M2S, M3S) hatten ebenfalls eine schadigende Wirkung auf
die Vermehrungsféahigkeit von E. coli. Reine Matrixschichten (SIOMA, SiOMB) und das
nicht beschichtete Material (RefMA, RefMB) hatten bis auf RefMB eine Reduzierung

des Wachstums um bis zu 50 % zur Folge.
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Abbildung 51: Bakterienkonzentrationen der E. coli-Bakteriensuspension nach 3h Inkubation mit

beschichteten Wundauflagen und am Markt befindlichen Wundauflagen und anschliefendem 24 h

Wachstum auf Agarplatten nach der Inkubation. Niedrige KbE-Werte entsprechen einer starkeren
antibakteriellen Wirkung. (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung, Dreifachbestimmung, n=2)

4.2.4 Antibakterielle Aktivitat nach JIS L 1902/ ISO 20743

Die Uberpriifung der antibakteriellen Wirkung nach JIS L 1902:1998 an den Test-
Mikroorganismen Staphylococcus aureus ATCC 33591 und Klebsiella pneumoniae
ATCC 4352 diente dazu, das antibakterielle Potenzial der beschichteten Wundauflagen
im direkten Kontakt mit den Mikroorganismen zu uberprufen. Als Wachstumskontrolle

fiir den Test wurden Polyester genutzt. Ziel war es, eine nach Hofer gestaffelte Einteilung
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der Wirksamkeit nach der Inkubation der Textilien mit den Mikroorganismen zu
erhalten.[123]

Abbildung 52 zeigt den Effekt der beschichteten Wundauflagen gegen Staphylococcus
aureus ATCC 33591. Die Beschichtungen erfolgten entsprechend den Ergebnissen aus
Kap. 4.2.2 mit 35 pl/min fir 5 % silberhaltige Precursoren und 25 pl/min fur 25 %
zinkhaltige Precursoren. Erkennbar war, dass die nicht beschichteten bzw. nur mit einer
Matrixschicht versehenen Textilien A und B (RefMA, RefMB, SIOMA, SiOMB) keine
oder nur eine leichte Wirkung gegen den grampositiven Mikroorganismus hatten. Die mit
Silberprecursoren beschichteten Textilien A und B (AgNaMA, AgNaMB, AgNiMA,
AgNiMB) hatten eine vollstandige Inhibierung des Wachstums von S. aureus zur Folge,
was einer Wachstumsreduktion um 7,35 log KbE entsprach. Die mit den Zinkprecursoren
beschichteten Wundauflagen A und B (ZnNaMA, ZnNaMB, ZnNiMA, ZnNiMB) zeigten
gegen S. aureus ebenfalls eine starke antibakterielle Wirkung. Jedoch konnten
unabhéngig vom Zinkprecursor die Wundauflagen aus Material A (ZnNaMA, ZnNiMA)
keine vollstandige Inhibition des grampositiven Mikroorganismus verursachen.
Wundauflagen aus Material A konnten das Bakterienwachstum um 5,68 log KbE fiir
Zinkoxidnanopartikel (ZnNaMA) als Precursoren und um 6,18 log KbE fur

Zinknitratprecursoren (ZnNiMA) reduzieren.

Der Einfluss der Wundauflagen gegen den gramnegativen Mikroorganismus Klebsiella
pneumoniae ATCC 4352 (siehe Abbildung 53) resultierte in einer ahnlichen Abstufung
der Wirkung der unterschiedlichen Precursoren und Materialien. Die nicht beschichteten
und die mit Matrixschichten versehenen Textilien zeigten keine bis eine leichte Wirkung
auf den gramnegativen Mikroorganismus. Die mit Silberprecursoren beschichteten
Wundauflagen aus Material A und B hatten ebenfalls eine sehr starke antibakterielle
Wirkung. Jedoch konnte Material A mit Silbernanopartikelprecursor (AgNaMA) keine
vollstandige Inhibierung von 8,1 log KbE wie die anderen drei silberhaltigen
beschichteten Wundauflagen induzieren, sondern lediglich 7,15 log KbE erreichen. Die
mit zinkhaltigen Precursoren beschichteten Textilien A und B zeigten eine deutliche
Abstufung in der Wirkung gegen den gramnegativen Mikroorganismus. Mit
Zinkoxidnanopartikelprecursor (ZnNa) hergestellten Wundauflagen aus Material A und
B zeigten im Vergleich zu den mit Zinknitratprecursoren (ZnNi) hergestellten Textilien
eine  geringere  Wirkung. Die  Kombination aus Material A und
Zinkoxidnanopartikelprecursor (ZnNaMA) erzielte gegen Klebsiella pneumoniae eine
Reduktion um 1,44 log KbE und somit nur eine signifikante Wirkung. Der gleiche
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Precursor auf Material B (ZnNaMB) erzielte hingegen eine starke antibakterielle

Wirkung mit einer Reduktion von 7,15 log KbE. Die mit Zinknitratprecursoren (ZnNi)

beschichteten Wundauflagen aus Material A und B konnten beide eine starke

antibakterielle Wirkung gegen Klebsiella pneumoniae erreichen. Aber auch hier wurden

unterschiedliche Werte abhdngig vom Material erzielt. Material A zeigte, mit einer

Reduktion um 5 log KbE eine geringere Wirkung als Material B mit 7,27 log KbE.
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Abbildung 52: Antibakterielle Wirkung der mit Silber und Zinkoxid beschichteten Wundauflagen gegen
S. aureus, mittleres Wachstum der Referenz 7,35 log KbE. (Dargestellt Mittelwert mit

Reduktion des mikrobiellen Wachstums in [log KbE]

(Wachstum Kontrolle 8,1 KbE + 0,024)

Standardabweichung, Dreifachbestimmung, n=2)
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Abbildung 53: Antibakterielle Wirkung der mit Silber und Zinkoxid beschichteten Wundauflagen gegen
K.pneumoniae, mittleres Wachstum der Polyester-Referenz 8,1 log KbE. (Dargestellt Mittelwert mit

4.3 Untersuchung der Zytotoxizitit

Standardabweichung, Dreifachbestimmung, n=2)

Die Uberpriifung der In-vitro-Zytotoxizitit erfolgte, um die zytotoxische Wirkung der

beschichteten Materialien und Extrakte an verschiedenen Modellsystemen zu tberpriifen.

Im indirekten Kontakt wurden Extrakte der beschichteten Textilien verwendet, um deren

eventuell vorhandene Zytotoxizitat an Monolayerzellkulturen von HaCaT-Keratinozyten
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zu untersuchen. Im direkten Kontakt wurde ein komplexes Hautmodell genutzt, welches
direkt mit den beschichteten Materialien und am Markt verfligbaren Wundauflagen in
Kontakt gebracht wurde. Zur Verifizierung der jeweiligen Wirkungen wurden

verschiedene Assays erganzend eingesetzt.

4.3.1 Messungen des ATP- und Protein-Gehaltes an Monolayerzellkulturen von

HaCaT-Keratinozyten

Die Messung des ATP- und Protein-Gehaltes von Monolayerzellkulturen der HaCaT-
Zelllinie erfolgte mit Extrakten (mit den Konzentrationen des Extraktes von 25 %, 50 %,
75 % und 100 %) der Textilien, die mit einem Extraktionsverhaltniss von 10 cm?/ml
extrahiert wurden. Der ATP-Gehalt wurde im Uberstand der Zellkulturen nach der
Zugabe von Lysepuffer (Freisetzen des ATPs aus den Zellen) ermittelt. Die Messung des
Proteingehaltes der Zellkulturen erfolgte direkt an den in den Mikrotiterplatten
befindlichen anhaftenden Zellen. Ziel der beiden sich ergdnzenden Assays war es, die
zytotoxische Wirkung der Extrakte auf die Zellkulturen zu Uberprifen. Die Assays
wurden immer parallel mit den gleichen Zellpassagen durchgefiihrt. Die Uberpriifung
erfolgte an HaCaT-Zellkulturen die 1, 24 und 48 h mit den Extrakten inkubiert wurden.
Hohe ATP- und Proteinwerte lassen auf vitale und entsprechend viele Zellen
schlussfolgern. Die Anzahl der Zellen sowie der entsprechenden ATP- und Proteingehalt
hatten sich in parallel durchgefiihrten Kontrolluntersuchungen (Vermehrung der
Bakterien im reinem Medium) jeweils nach 24 h verdoppelt. Aus Griinden der
Darstellung wurden die Werte auf den jeweiligen Zeitwert (1, 24, 48 h) des reinen

Mediums als Prozentangabe normiert.

Die Ergebnisse der Vorversuche an den Materialien Bakterienzellulose, Lyocell und
PES/CV sind in Abbildung 54 dargestellt. Bei diesen Ergebnissen wurde die Zytotoxizitat
in Abhangigkeit von der Silbernitratprecursorkonzentration (AgNi), eingestellt Gber die
Dosierraten 25, 50 und 100 pl/min, untersucht. Es zeigte sich eine beginnende
zytotoxische Wirkung (ATP-Gehalt der Zellen unter 70 % der Kontrolle) von 5 % AgNi
bei Beschichtungen mir Dosierraten zwischen 25 und 50 pl/min. Somit wurde fur die
folgenden Beschichtungen auf Material A und B mit Silberprecursoren AgNi und AgNa
die Dosierrate von 35 pl/min gewahlt. Auf diese Weise sollte die maximal tolerierbare
Silberkonzentration fur die HaCaT-Zellen genutzt werden, um keine Einbuf3en bei der

antibakteriellen Wirkung zu erhalten.
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Abbildung 54: Gemessener ATP-Gehalt der Textilextrakte von mit Silbernitratprecursoren bei
verschiedenen Dosierraten beschichteter Bakterienzellulose, Lyocell und PES/CV nach 24 h Inkubation
mit HaCaT-Monolayerzellkulturen. Unbeschichtete, mit reiner SiOx-Matrixbeschichtete Materialien und
Beschichtungen mit 25 pl/min des Silbernitratprecursors hatten keinen zytotoxischen Effekt auf HaCaT-

Zellen.[137]

Beschichtungen auf Material A und B (35 pl/min 5 % silberhaltige und 25 pl/min 25 %
zinkhaltige Precursoren) sind in den Abbildungen 55 bis 58 dargestellt. Die gemessenen
ATP-Gehalte der Zellkulturen, welche mit Extrakten der mit Silberbeschichteten
Textilien inkubiert wurden, sind in Abbildung 55 dargestellt. Beginnendes zytotoxisches
Verhalten (ATP-Gehalt < 70 %) der Zellkulturen konnte bei AgNiMA 50 % nach 48 h
Inkubationszeit, sowie AgNiMA 100 % nach 1 h Inkubationszeit nachgewiesen werden.
Weiterhin zeigte Material B mit Silbernitratprecursor beschichtet (AgNiMB) in den
Konzentrationen ab 75 % des originalen Extraktes ATP-Gehalte in der N&he von 70 %
ATP der Referenz. Extrakte der Beschichtungen mit Silbernanopartikelprecursor auf
Material A und B (AgNaMA, AgNaMB) zeigten nach 24 bzw. 48 h Inkubationszeit
erhohte Werte an freigesetzten ATP unabhangig von der Extraktkonzentration im
Vergleich zu den Silbernitratprecursor (AgNi) beschichtete Materialien.
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Abbildung 55: Gemessener ATP-Gehalt der HaCaT-Monolayerzellkulturen nach 1, 24 und 48 h
Inkubation aller Wundauflagenextrakte mit Silber aus Material MA und MB in 4 Verdiinnungsreihen (25,
50,75 und 100 %) normiert auf Zellkulturen mit reinem Néhrmedium. (Dargestellt Mittelwert mit
Standardabweichung, Sechsfachbestimmung, n=3)

In Abbildung 56 sind die gemessenen Proteinwerte der HaCaT-Monolayerzellkulturen
abgebildet. Im Wesentlichen bestatigten die gemessenen Proteinkonzentrationen in den
Mikrotiterplatten die mittels ATP gemessen Werte des zytotoxischen Potenzials der
beschichteten Wundauflagen. Die Extrakte der mit Silbernitratprecursor beschichteten
Proben (AgNi) wiesen eine leichte Verringerung des Proteingehaltes gegenuiber den mit
Silbernanopartikelprecursor beschichteten Proben (AgNa) in den Zellkulturen auf. Dies
war bei Material B ausgeprégter als bei Material A (Vergleich der Werte nach 48 h).
Weiterhin waren die Proteinwerte bei Beschichtungen mit Silbernanopartikelprecursor
(AgNa) bei beiden Materialien A und B unabhéngig von der Extraktkonzentration nach
48 h Inkubation durchgéngig héher (bis 10 %) als die negative Kontrolle. Hingegen waren
die gemessenen Proteinwerte bei Silbernitratprecursor (AgNi) fir Material A und B nur
in geringeren Extraktkonzentrationen (ab 50 %) auf gleichem Niveau zur negativen

Kontrolle.
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Abbildung 56: Gemessener Protein-Gehalt der HaCaT-Monolayerzellkulturen nach 1, 24 und 48 h
Inkubation aller Wundauflagenextrakte mit Silber aus Material MA und MB in 4 Verdinnungsreihen (25,
50, 75 und 100 %). (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung, Sechsfachbestimmung, n=3)

Abbildung 57 zeigt die gemessenen ATP-Gehalte der Zellkulturen nach der Inkubation
(1, 24 und 48 h) mit den zinkhaltigen Extrakten der Wundauflagen aus Material A und B.
Die Wirkung der Extrakte aus den mit zinkhaltigen Precursoren beschichteten Textilien
zeigt bei den Messungen des ATP-Gehaltes ein vergleichbares Bild, wie es sich mit
Extrakten aus silberhaltigen Precursoren ergab. Deutliche Unterschreitungen der ATP
Gehalte von 70 % der Referenz (Medium) konnten lediglich in den Zellkulturen nach 1 h
festgestellt werden, verstarkt jedoch bei Extrakten von Zinknitratprecursor beschichteten
Material A oder B (ZnNiMA und ZnNiMB). Die gemessenen ATP-Gehalte der
Zellkulturen nach 24 h Inkubation mit den zinkhaltigen Extrakten der beschichteten
Materialien A und B zeigten unabhéngig vom Precursor deutlich (bis 160 %) erhthte
Werte, welche sich nach 48 h Inkubation wieder an die Referenz (Medium) annéherten.
In Abbildung 58 sind die gemessenen Proteinwerte der HaCaT-Zellkulturen inkubiert mit
den Extrakten aus den zinkhaltigen Beschichtungen der Materialien A und B dargestellt.
Im Gegensatz zu den gemessenen ATP-Werten zeigten sich bei den Proteinwerten der
Zellkulturen nach 1, 24 und 48 h keine Auffélligkeiten im Vergleich zur Referenz.
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Abbildung 57: Gemessener ATP-Gehalt der HaCaT-Monolayerzellkulturen nach 1, 24 und 48h
Inkubation aller Wundauflagenextrakte mit Zink aus Material MA und MB in 4 Verdiinnungsreihen (25,
50,75 und 100 %). (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung, Sechsfachbestimmung, n=3)
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Abbildung 58: Gemessener Protein-Gehalt der HaCaT-Monolayerzellkulturen nach 1, 24 und 48 h
Inkubation aller Wundauflagenextrakte mit Zink aus Material MA und MB in 4 Verdiinnungsreihen (25,
50,75 und 100 %). (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung, Sechsfachbestimmung, n=3)

4.3.2 Hautmodelle

Im Vergleich zu Monolayerzellkulturen ist es mit komplexeren Hautmodellen (HM)
maoglich, realitatsnahe Ergebnisse zum Einfluss der Wundauflagen auf die menschliche
Haut zu erlangen. Der komplexe Aufbau aus Keratinozyten, Fibroblasten und Kollagen
erhdht die Widerstandsfahigkeit der Zellen im Vergleich zu offenliegenden
Monozellrasen aus HaCaT-Keratinozyten. Jedes HM hatte bezogen zu den gleichen

Kultivierungs- und  Wachstumsbedingungen  verschiedene  morphologische
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Erscheinungen. Die Erscheinung spiegelte sich z. B. in unterschiedlicher Auspragung der
Epidermis (Durchmesser) wider. Dieser Umstand sollte bei Schwankungen der

Ergebnisse relativ zur positiven und negativen Kontrolle berticksichtigt werden.

Abbildung 59: Entfernen der Wundauflagen nach 24 h Inkubation mit den Hautmodellen. Unten rechts im
Bild: aufgelegte Wundauflage mit 4 mm Durchmesser. Unten links bereits entfernte Auflage.

Alle auf HM verwendeten Wundauflagen aus Material A und B wurden mit 35 pl/min 5
% flr silberhaltige und 25 pl/min 25 % fur zinkhaltige Precursoren beschichtet. Die
subjektive Entfernbarkeit ist in Tabelle 21 vermerkt. Aufgrund der moglichen Verfarbung
durch den eingesetzten Wirkstoff Silber wurden die Hautmodelle entsprechend auf
Verféarbungen hin untersucht. Jedoch hatte keine der mit Silber oder Zink beschichteten
Wundauflagen oder die am Markt befindlichen Vergleichs-Produkte eine Verfarbung der
Modelle ausgeldst. Die Entfernbarkeit der Wundauflagen wurde als ,,Sehr Gut®
eingestuft, wenn sich die Wundauflagen ohne Ruckstdnde von Fasen oder anderen
Bestandteilen von den Hautmodellen mit einer Pinzette ohne Verkleben der Auflage am
Hautmodell entfernen lieB. Als ,,Gut* wurde die Entfernbarkeit eingestuft, wenn sich die
Wundauflagen identisch zu ,,Sehr Gut* verhalten hatte, sich jedoch nur schwer mit einer
Pinzette greifen und entfernen lie. Das VVorhandensein von Bestandteilen der Auflagen

auf den Hautmodellen hétte zu der Bewertung ,,Unzureichend* geflihrt.
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Tabelle 21: Beurteilung der Entfernbarkeit der Wundauflagen und Verfarbungen des Hautmodells.

Wundauflage Entfernbarkeit Verférbungen
MA Sehr Gut Nein
MB Gut Nein
MA SiOx Sehr Gut Nein
MB SiOy Gut Nein
AgNaMA Sehr Gut Nein
AgNaMB Gut Nein
AgNIMA Sehr Gut Nein
AgNiMB Gut Nein
ZnNaMA Sehr Gut Nein
ZnNaMB Gut Nein
ZnNiMA Sehr Gut Nein
ZnNiMB Gut Nein
M1 Gut Nein
M1S Gut Nein
M2 Gut Nein
M2S Gut Nein
M3S Sehr Gut Nein

433 MTT-Assay

Der MTT-Assay erlaubt Rickschlisse auf die metabolische Aktivitat von Zellen der
Vollhautmodelle nach Inkubation mit den verschiedenen Wundauflagen. Lebende Zellen
konnen den eingesetzten Farbstoff umsetzen, was zu einer entsprechenden Farbreaktion
fuhrt. Entsprechend nicht mehr stoffwechselaktive und somit wahrscheinlich tote Zellen
kdénnen den Farbstoff nicht umsetzen und verringern die Farbintensitit, was in einer
geringeren Absorption im Messgerat fihrt. Die Gesamtmasse der Zellen beeinflusst
jedoch diesen Test, was zu einer Verfalschung der Ergebnisse fuhren kann. Der Test
wurde sowohl mit am Markt befindlichen Wundauflagen als auch mit verschiedenen
Beschichtungen der Materialien A und B durchgefuhrt. Als negative Kontrolle dienten
HM, welche lediglich mit 10 pl NaCl (0,9 %) befeuchtet wurden. Positive Kontrollen
wurden mit 10 pl SDS (10 %) befeuchtet.
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In Abbildung 60 sind die Ergebnisse der MTT-Assays dargestellt, welche an HM
durchgefihrt wurden, die mit Wundauflagen in Kontakt waren, welche mit den finalen
Parametern fur Material A und B (35 pl/min 5 % silberhaltige und 25 pl/min 25 %
zinkhaltige Precursoren) beschichtet worden waren. Die positive Kontrolle SDS
(zytotoxisch) hatte eine im Mittel auf 70 % reduzierte optische Dichte der MTT-L6sung
im Vergleich zur Referenz (NaCl = 100 %) verursacht. Weiterhin hatten
Silbernanoprecursor auf Material A (AgNaMA) und Zinknitratprecursor auf Material A
(ZnNiMA) eine auf < 80 % reduzierte optische Dichte relativ zur negativen Kontrolle zur
Folge. Alle anderen getesteten Materialien und die am Markt befindlichen Produkte
zeigten Abweichungen geringer als = 20 % im Vergleich zur negativen Referenz (NacCl).
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Abbildung 60: Gemessene optische Dichte der mittels MTT-Assay untersuchten Hautmodelle nach 24 h
Inkubationszeit mit den Wundauflagen. (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung,
Dreifachbestimmung, n=2)

4.3.4 LDH-Assay

Das L-Lactatdehydrogenase-Assay (LDH-Assay) wurde am Uberstand des Zellmediums
durchgefihrt, in welchem sich die Hautmodelle befanden. Bei ({berméaRiger
Zellschadigung sollte der LDH-Wert im Uberstand signifikant zunehmen und somit ein
Zellsterben erkennbar sein. Abbildung 61 zeigt die gemessenen LDH-Werte nach 24 h
Inkubation der Hautmodelle mit den Wundauflagen. Als negative Kontrolle dienten HM,
welche lediglich mit 10 ul NaCl (0,9 %) befeuchtet wurden. Positive Kontrollen wurden
mit 10 pl SDS (10 %) befeuchtet. Die positive Kontrolle hatte im Vergleich zur negativen
Kontrolle (100 % LDH) eine dreifach erhdhte Ausschittung von LDH.
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Eine deutliche Erhéhung (Faktor 1,5) des LDH-Wertes konnte lediglich bei Material B
beschichtete mit Silbernanopartikelprecursor (AgNaMB) festgestellt werden. Hierbei
wurde die LDH-Ausschittung im Mittel um 48 % erhoht im Vergleich zur negativen
Kontrolle. Ein am Markt befindliches Produkt (M2) ohne Silber hatte um > 50 % erh6hte

Ausschittung von LDH erzeugt.
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Abbildung 61: Freigesetztes LDH nach 24 h Inkubation der Hautmodelle mit den Wundauflagen.
(Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung, Dreifachbestimmung, n=2)

4.35 Interleukine

Die Messung der Interleukine IL-1a, IL-6 und IL-8 wurde ebenfalls im Uberstand des
Néhrmediums der Hautmodelle durchgefiihrt. Durch die Messung der Interleukine ist es
maoglich, Ruckschlisse auf GberméRigen Zellstress und eine Steigerung der Zellantwort
zu ziehen, da die Interleukine IL-1a, IL-6 und 1I-8 als Entziindungsmarker gelten.
Erhohte Werte dieser proinflammatorischen Zytokine konnen als Anzeichen fir
zytotoxische Effekte der Wundauflagen angesehen werden, wenn diese in Kombination
mit anderen Faktoren wie erhohter LDH-Ausschittung und Zellschédigungen (im
histologischen Schnitt) vorliegen wirden. Als negative Kontrolle dienten HM, welche
lediglich mit 10 pl NaCl (0,9 %) befeuchtet wurden. Positive Kontrollen wurden mit 10
ul SDS (10 %) befeuchtet. Alle Ergebnisse wurden auf 100 % negative der Kontrolle
(NaCl) der jeweiligen Messreihe (IL-1c, IL-6 und 11-8) normiert.

Abbildung 62 zeigt die Ergebnisse der IL-la-Messungen. Sowohl bei am Markt
befindlichen Produkten (M1S, M2, M2S) als auch bei den hier beschichteten
Wundauflagen (AgNaMB, AgNiMB, ZnNaMB, ZnNiMA, ZnNiMB) waren erhohte
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Ausschittungen zu beobachten. Im Besonderen zeigten AgNaMB und das am Markt
befindliche Produkt M2 erhéhte Ausschiittung um Faktor 3 im Vergleich zur NaCl-
Kontrolle. Weiterhin konnte eine Verringerung von IL-1oc an AgNaMA, AgNiMA,
ZnNaMa und der reinen SiOx-Schichten sowie vom Produkt M1 im Vergleich zur

negativen-Kontrolle gemessen werden.

Abbildung 63 zeigt die Ergebnisse der Messungen von 1l-6. Es zeigte sich, dass im
Vergleich zur zytotoxischen SDS-Referenz mit einer um den Faktor 18 erhohten IL-6-
Ausschiittung gegentber der nicht zytotoxischen NaCl-Referenz keine derart stark
erhdhten Werte der einzelnen Materialien zu messen waren. Vergleichsweise geringe
Erh6hungen (Faktor 2) wurden bei AgNiMB, ZnNaMA, ZnNaMB, ZnNiMB sowie dem
Produkt M1S gemessen.

In Abbildung 64 sind die Resultate der IL-8-Messungen dargestellt. Hierbei zeigte sich,
dass die Ausschuttung von IL-8 unter Zugabe von SDS im Vergleich zur allen getesteten
Wundauflagen deutlich erhoht (Faktor 7) war. Weiterhin zeigten auch AgNiMB,
ZnNaMA, ZnNaMB, ZnNiMB sowie das Produkt M1S eine Verdoppelung der IL-8-
Freisetzungen im Vergleich zur negativen NaCl-Kontrolle.
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Abbildung 62: Freigesetztes IL-1a nach 24 h Inkubation der Hautmodelle mit den Wundauflagen. Werte
relativ zur NaCl-Kontrolle. (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung, Dreifachbestimmung, n=2)
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Abbildung 63: Freigesetztes IL-6 nach 24 h Inkubation der Hautmodelle mit den Wundauflagen. Werte
relativ zur NaCl-Kontrolle. (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung, Dreifachbestimmung, n=2)
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Abbildung 64: Freigesetztes IL-8 nach 24 h Inkubation der Hautmodelle mit den Wundauflagen. Werte
relativ zur NaCl-Kontrolle. (Dargestellt Mittelwert mit Standardabweichung, Dreifachbestimmung, n=2)

4.3.6  Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) der histologischen Schnitte
der Vollhautmodelle

Die Hamatoxylin-Eosin-Féarbung der histologischen Schnitte der Hautmodelle wurde
genutzt, um morphologische Veranderungen der kinstlichen Haut unter Einfluss der
Wundauflagen zu Uberpriifen. Negative Einflisse der Wundauflagen wirden das
Hautmodell schadigen bzw. einzelne Bereiche der Epidermis, Dermis oder einzelne
Zelltypen (z. B. Abrunden der Fibroblasten).

Abbildung 65 bis 81 zeigen HE-Farbungen der Hautmodellschnitte nach 24 h Inkubation
bei 20-facher VergroRerung. Abbildung 65 zeigt die nicht belastete Negativkontrolle,
welche lediglich mit 10 pl NaCl (0,9 %) beaufschlagt wurde. Dort ist zu erkennen, dass
die Epidermis und Dermis gut ausgebildet sind und keine Schaden am Gewebe vorhanden

sind (Locher in Dermis, Abrundungen von Fibroblasten). In Abbildung 66 ist die

4 Ergebnisse



101

Positivkontrolle, welche mit 10 pl SDS (10 %) beaufschlagt wurde, dargestellt. Bei dieser
Kontrolle ist erkenntlich, dass die Epidermis nicht mehr vorhanden ist und die Dermis
stark perforiert wurde, erkennbar an den l6chrigen Kavitaten im HM. Die Abbildungen
67 bis 74 zeigen die HE-Farbungen der Hautmodellschnitte, welche mit in dieser Arbeit
beschichteten Materialien A und B mit den jeweiligen Schichtsystemen aus Silber oder
Zink inkubiert wurden. Es zeigte sich, dass samtliche Schichtsysteme auf den Materialien
Aund B keinen Einfluss auf die Morphologie oder das Erscheinungsbild der Hautmodelle
ausgelibt haben. Dies gilt auch fur die mit dem reinen SiOx-Matrixsystem beschichteten
Materialien (Abbildung 75 und 76). Weiterhin zeigten auch die am Markt befindlichen
Produkte (Abbildung 77 bis 81) bis auf M2S keinen negativen Einfluss auf die
Hautmodelle. Das Produkt M2S verursachte eine leichte Perforation der Dermis, jedoch
waren die Fibroblasten nicht abgerundet oder anderweitig deformiert. Allgemein sind
Abweichungen bei der Anhaftung der Epidermis im Regelfall auf die Préparation der

Schnitte zuriickzufihren.

Abbildung 65: Hautmodell nach 24 h Inkubation  Abbildung 66: Hautmodell nach 24 h Inkubation

mit NaCl. Es zeigte sich eine ausgebildete mit SDS. Die Epidermis wurde komplett abgeldst
Epidermis mit intakter Dermis und mit langlichen  und die Dermis weist eine I6chrige Struktur mit
Fibroblasten. abgerundeten Fibroblasten auf.

Abbildung 67: Hautmodell nach 24 h Inkubation ~ Abbildung 68: Hautmodell nach 24 h Inkubation

mit AgNaMA. Es zeigte sich eine vollstandig mit AgNaMB. Es zeigte sich eine ausgebildete
ausgebildete Epidermis mit zahlreichen anhaftende Epidermis mit Fibroblasten ohne
Fibroblasten ohne erkennbaren Deformationen. erkennbaren Deformationen.
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Abblldung 69 Hautmodell nach 24 h Inkubation
mit AgNiMA. Es zeigte sich eine vollstandig
ausgebildete Epidermis mit Fibroblasten ohne

erkennbaren Deformationen.
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Abblldung 71: Hautmodell nach 24 h Inkubatlon
mit ZnNaMA. Es zeigte sich eine vollstandig
ausgebildete Epidermis mit Fibroblasten ohne

erkennbaren Deformationen.
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Abblldung 70: Hautmodell nach 24 h Inkubatlon
mit AgNiMB. Es zeigte sich eine vollstandig
ausgebildete Epidermis, welche in
Einzelsektionen stark abgeldst erscheint.
Fibroblasten waren unauféllig ohne Deformation.
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Abbildung 72 Hautmodell nach 24 h Inkubatlon.
mit ZnNaMB. Es zeigte sich eine vollstandig
ausgebildete Epidermis mit Fibroblasten ohne

erkennbaren Deformationen.

AbblIdLlng 73: Hautmodeil nach 24 h Inkubatlon

mit ZnNiMA. Es zeigte sich eine vollsténdig
ausgebildete Epidermis mit Fibroblasten ohne
erkennbaren Deformationen.

Abblldung 74: Hautmodell nach 24 h Inkubatlon
mit ZnNiMB. Es zeigte sich eine vollstandig
ausgebildete Epidermis mit zahlreiche
Fibroblasten ohne erkennbaren Deformationen.
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Abbildung 75: Hautmodell nach 24 h Inkubation ~ Abbildung 76: Hautmodell nach 24 h Inkubation
mit Matrix (SiOx) Material A. Es zeigte sich eine  mit Matrix (SiOx) Material B. Es zeigte sich eine
vollstandig ausgebildete Epidermis mit vollstandig ausgebildete Epidermis mit
Fibroblasten ohne erkennbaren Deformationen. Fibroblasten ohne erkennbaren Deformationen.

Abbildung 77: Hautmodell nach 24 h Inkubation ~ Abbildung 78: Hautmodell nach 24 h Inkubation

mit M1. Es zeigte sich eine vollstandig mit M1S. Es zeigte sich eine vollstandig
ausgebildete Epidermis mit Fibroblasten ohne ausgebildete Epidermis mit zahlreiche
erkennbaren Deformationen. Anzeichen fur Fibroblasten ohne erkennbaren Deformationen.

gewaltsames Ablésen der Dermis durch
Perforation.

yti

Abbildung 79: Hautmodell nach 24 h Inkubation ~ Abbildung 80: Hautmodell nach 24 h Inkubation

{
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mit M2. Es zeigte sich eine vollstandig mit M2S. Epidermis zeigte in sich
ausgebildete Epidermis mit Fibroblasten ohne Abldsungserscheinungen, Lécher in Dermis.
erkennbaren Deformationen. Fibroblasten erschienen deformiert.
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Abbildung 81: Hautmodell nach 24 h Inkubation mit
M3S. Es zeigte sich eine vollstandig ausgebildete
und gut anhaftende Epidermis sowie zahlreiche
Fibroblasten ohne erkennbaren Deformationen.
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, mithilfe der Atmospharendruckplasma-Technik (APCVD)
temperaturempfindliche Textilien mit einer Plasmapolymerschicht aus Siliziumdioxid zu
beschichten, in welche die antibakteriell wirkenden Metalle Silber sowie Zink als Oxid
in nanopartikul&rer Form eingebracht werden sollten. Durch die gezielte oberflachige
Beschichtung sollten mdglichst geringe Konzentrationen der beiden Metalle genutzt
werden, um bei gleichzeitiger minimaler oder keiner zytotoxischen Wirkung auf
Hautzellen eine antibakterielle Wirkung zu erzielen. Durch die Nutzung von Zinkoxid
sollte die Wirkung dieses Metalls im Hinblick auf antibakterielle und zytotoxische
Effekte zur Anwendung bei antibakteriellen Wundauflagen untersucht werden. Zink ist
im Gegensatz zu den am meisten am Markt vertretenen silberhaltigen antibakteriellen
Wundauflagen im Korper an verschiedenen Stoffwechselprozessen beteiligt und wird
zum grof3en Teil in der Haut genutzt, um diese zu verhornen.[140] Die Nutzung einer
Siliziumdioxidmatrix sollte den Vorteil der fest eingebundenen Partikel auf den
Materialien gewahrleisten, um die Freisetzung der Wirkstoffe zu steuern bzw. zu
verzdgern. Als zu beschichtende Wundauflagen wurden zwei Materialien (A und B),
bestehend aus Polyamid (PA) und Viskose (V1) genutzt. Die Materialien unterschieden
sich in der Zusammensetzung der beiden Bestandteile PA und VI und der inneren
Struktur. Material A war ein Material mit groBerem Anteil von PA und einer dichteren,
geschlossenen Struktur, welche eine Eignung des Materials zur Nutzung als Wundkissen
oder Pflastertrager begrindet. Material B hatte einen hoheren Anteil von VI und eine
deutlich offenere Struktur. Es wird in der Praxis als Kompressenumhillung genutzt und
hat ein gesteigertes Wasseraufnahmevermaogen aufgrund des gréfReren Anteiles an VI,

ahnlich eines Superabsorbers.

Die formulierten Ziele der Arbeit konnten erreicht werden. Verschieden hohe Dosierraten
der Wirkstoffprecursoren wahrend der Beschichtung zeigten von der HoOhe der
Dosierraten abhangige Freisetzungen der beiden Metalle aus den Wundauflagen. Die
Nutzung von Zink als antibakteriell wirkendes Metall zeigte fur die Anwendung sehr gute
Ergebnisse im Bezug auf Zellvertraglichkeit und eine gute antibakterielle Wirkung und
konnte sich gegeniuiber den am Markt befindlichen Produkten auf der Basis von Silber als
vorteilhaft erweisen aufgrund seiner Abbaubarkeit im Stoffwechsel und der essentiellen
Bedeutung von Zink fir die Reepithelialisierung von Wunden. Unabhangig vom
eingesetzten Metall, Silber oder Zink, waren die in dieser Arbeit erzeugten

antibakteriellen Wundauflagen denen zum Vergleich untersuchten, am Markt
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befindlichen Produkten in der antibakteriellen Wirkung ebenbirtig. Es zeigte sich, dass
fir eine mit Silber vergleichbare antibakterielle Wirkung deutlich mehr Zink bendtigt
wurde, woraus sich jedoch keine negativen Auswirkungen auf die Zellen oder das

Hautmodell ergaben.

5.1 Materialuntersuchungen

Die Realisierung der Beschichtungen fiir Materialien A und B wurden mit den in Tabelle
22 aufgefuhrten Precursoren durchgefiihrt, welche in Voruntersuchungen als
Zielparameter fur die Beschichtungen ermittelt wurden.

Tabelle 22: Precursoren fiir die Beschichtungen fiir Material A und B mit Wirkstoffkonzentration und

Dosierrate.

Precursor Wirkstoffkonzentration Dosierrate in Losemittel

(Ag/Zn) in [ %] [ul/min]
Silber- 5 35 Wasser/lsopropanol
Nanopartikel
(AgNa)
Silbernitrat 5 35 Wasser/lsopropanol
(AgNi)
Zinkoxid- 25 25 Wasser/Isopropanol
Nanopartikel
(ZnNa)
Zinknitrat 25 25 Wasser/Isopropanol
(ZnNi)

Beschichtungen mit den Metallen Silber und Zinkoxid haben die Erscheinungsbilder der
Textilien teilweise veréndert (siehe Abbildung 19 und 20). Es zeigte sich, dass die
zinkhaltigen Precursoren (ZnNa und ZnNi) die Optik der Materialien A und B nicht
wahrnehmbar beeinflussten. Die zinkoxidhaltigen Schichten sind teiltransparent und
ohne physikalische Messungen (REM, XPS) optisch nicht auf dem Textil wahrzunehmen.
Beschichtungen mit silberhaltigen Precursoren (AgNa und AgNi) hatten das visuelle
Erscheinungsbild der jeweiligen Textilien sichtbar verandert. Wurden die silberhaltigen
Schichten unter Verwendung des Silbernanopartikelprecursors (AgNa) abgeschieden,
zeigten sich silbern/graue Verfarbungen der Materialien A und B. Mit steigender
Precursor-Flussrate konnte die Verfarbung intensiviert werden. Ist Silbernitratprecursor

(AgNi) genutzt worden, zeigte sich eine silbern/braune Farbung der Materialien. Auch
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dieser Farbton konnte mit einer Erhéhung der Dosierrate intensiviert werden.
Makroskopisch waren somit die Unterschiede zwischen den beiden Wirkstoffen Silber
und Zinkoxid deutlich. Die Untersuchungen mittels Rasterelektronenmikroskopie
(Abbildungen 26 bis 33) zeigten, dass ohne vorherige genaue Zuordnung der Materialien
und Wirkstoffe keine Unterscheidung auf mikroskopischer Ebene mdglich war. Die
abgeschiedenen Schichten erscheinen mikroskopisch ohne gréReren morphologischen
Unterschied zueinander. Offenbar war in den REM-Aufnahmen in dieser Arbeit lediglich
die Siliziumdioxidstruktur auf den Fasern erkennbar. Aufgrund der nétigen aufwendigen
Praparation war es nicht gelungen, Querschnittsaufnahmen der Fasern mit den
eingelagerten Partikeln in der erkennbaren Schicht anzufertigen, wie sie von
vergleichbaren, mittels APCVD-Technik hergestellten Plasmapolymerschichten aus der
Literatur bekannt sind (siehe Abbildung 4).[46]

Betrachtet man die in dieser Arbeit angefertigten Beschichtungen und die zugehdrigen
REM-Aufnahmen im Vergleich zu in der Literatur vorgestellten Ergebnissen, so waren
Parallelen zu erkennen. Subash et al.[141] stellten in ihren Ergebnissen ein &hnlich
morphologisches Erscheinungsbild von Zinkoxid-behandelten Baumwollfasern vor.
Unterschiedlich war, dass keine Siliziumdioxid-Schichtmatrix verwendet wurde. Es
wurde ein Laminationsverfahren verwendet, um die zinkoxidhaltigen Textilien
herzustellen, somit sind diese Partikel in die Fasern lediglich eingepresst. Die
vorgestellten Baumwollfasern waren hierbei identisch zu dem Viskose (V1) - Anteil der
Materialien A und B mit Silziumdioxidmatrix. Eine andere Forschergruppe um Raslan et
al. nutzte ebenfalls verschiedene Metallsalze als Wirkstoffe, um Polyamid-6-Fasern zu
modifizieren.[142] Hierbei wurden die Metallsalze als Losungen mit den Textilien in
Verbindung gebracht und im Anschluss getrocknet. Dabei wurde ein Teil der
Polyamidfasern zuvor mit Sauerstoff- und Argon-Plasma unter Atmosphérendruck
aktiviert, um die Aufnahme der Metallsalzlésungen (Silbernitrat, Kupfernitrat und
Nickelsulfat) zu verbessern. REM-Abbildungen in dieser Arbeit zeigten ebenfalls eine
signifikante Anlagerung der Metallsalze an den PA6-Fasern. Die von Raslan et al.
veroffentlichten REM-Aufnahmen der Polyamidfasern glichen dem PA-Anteil von
Material A und B. Hierbei zeigte sich, dass mit verbesserter Anhaftung durch die
vorherige Plasmabehandlung ahnliche Strukturen auf den Fasern erzeugt wurden, jedoch
auch hier ohne Siliziumdioxidmatrix. Eine weitere verbreitete Methode der Applikation
von funktionellen Beschichtungen auf Textil ist die Beschichtung mithilfe der SolGel-
Technik. Das Verfahren der SolGel-Technik ist im Gegensatz zu der APCVD-

5 Diskussion



108

Beschichtung ein nasschemischer Prozess. Hierbei wird eine Beschichtungslésung
(Precursorlosung, zumeist auf Siliziumbasis) auf die zu beschichtende Oberflache
gespruht oder in Tauchverfahren darauf appliziert. Im Anschluss folgen verschiedene
Hydrolyse- und Kondensationsreaktionen, sodass ein Gelfilm gebildet wird, welcher mit
fortschreitender Trocknung zu einer festen Schicht aushérten kann. Die Forschergruppe
um Xing et al. beschichtete mithilfe der SolGel-Technologie Baumwollfasern mit einer
Siliziumdioxidmatrix mit eingelagertem Silber.[143] Das Silber wurde dabei in einem
zweistufigen Prozess auf die Faser und in die vorher applizierte Siliziumdioxidmatrix
eingelagert, dies wurde durch einen lonenaustausch mit Silbernitratlosungen realisiert.
Der grundsatzliche Aufbau der von Xing et al. erzeugten Faser/Schicht/Wirkstoff-
Kombination ist der in dieser Arbeit generierten Textilbeschichtung verwandt. Das
Erscheinungsbild der genutzten Baumwollfasern von Xing et al. war identisch mit dem
der PA-Fasern in dieser Arbeit. Die applizierten Schichten bei Xing et al. hingegen
zeigten eine deutlich glattere und weniger raue Oberflache als die beschichteten
Materialien A und B in dieser Arbeit. Rauere Oberflachenstrukturen kdénnen jedoch zu
einer vergrofl3erten Oberflache beitragen und somit die Abgabe von lonen des eingesetzten
Metalls verbessern. Die seit Jahren gebréuchlichste Methode fur die Abscheidung von
Silber auf Textilien ist die Abscheidung mittels Niederdruckplasma (z. B. Sputtern). Eine
Gruppe um Chadeau et al. beschichtete textile Gebilde aus Baumwolle und Polyester mit
reinen Silberschichten im Vakuumverfahren mit einer Schichtstarke von 1 bis 40
nm.[144] Die mittels Sputterprozess abgeschiedenen reinen Silberschichten wiesen eine
ebenmaRige und glatte Oberfldche ohne erkennbare Porositat auf. Somit zeigte sich, dass
die morphologischen Erscheinungen von beschichteten Textilien, egal ob synthetischer
Art wie PA oder natlrliche Fasern wie Baumwolle, hauptsachlich abhéngig von dem
verwendeten Verfahren und nicht von den eingesetzten Materialien ist.

Im Anschluss an die visuellen und morphologischen Untersuchungen wurden die silber-
und zinkoxidhaltigen Schichtsysteme mithilfe der XPS-Analyse auf ihre
Zusammensetzung hin untersucht. Zu diesem Zweck wurden identische Schichten
modellhaft auf Siliziumwafern appliziert mit den gleichen Beschichtungsparametern
(Tabelle 18), um den genauen Schichtaufbau bis zum Substrat mittels Tiefenprofil
darzustellen. Der Grund, warum diese Analysen an Wafern durchgefiihrt wurden, lag in
der Morphologie der Wafer. Durch die nahezu ideale (glatte) und leitfahige Oberflache
lieRen sich Analysen wie XPS hier ohne aufwendige Praparation der Proben durchfihren.
Textilien missen aufgrund ihrer Struktur und der nicht elektrisch leitfahigen

Eigenschaften mit leitfdhigen Schichten versehen werden, um entstehende
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Aufladungseffekte wahrend der Messung zu reduzieren. Teilweise machten diese Effekte
ungeachtet der Prdparation eine genaue Messung und vorallem Tiefenprofile und
Elementmapping unmdglich. Weiterhin waren die applizierten Siliziumdioxid-Schichten
ebenfalls nicht leitfahig und daraus resultierten zusatzliche Aufladungserscheinungen bei
der Messung der Textilien. Wie in den Abbildungen 34 bis 37 gezeigt, wurden die vier
Schichtsysteme, bestehend aus Siliziumdioxid mit Silbernanopartikeln aus Nitrat (AgNi)
und aus vorgefertigten Nanopartikeln (AgNa) sowie Zinkoxid aus Zinknitrat (ZnNi) und
vorgefertigten Zinkoxidnanopartikeln (ZnNa) auf den jeweiligen Wafern abgeschieden.
Vergleicht man zuerst die silberhaltigen Schichtsysteme, so kann konstatiert werden, dass
diese mit einen Silbergehalt von 1,3 At% bei Silbernanopartikeln aus Nitrat (AgNi) und
1,49 At% mit vorgefertigten Silbernanopartikeln (AgNa) vom Wirkstoffgehalt auf
vergleichbaren Niveau lagen (siene Tabelle 19). Betrachtet man den Verlauf des
Silbergehaltes des jeweiligen Schichtsystems tber die gesamte Schichttiefe von ~50 nm,
waren jedoch Unterschiede festzustellen. Das Silberschichtsystem AgNi fur die
Abscheidung von silberhaltigen Schichten hatte in den oberen Bereichen der Schicht eine
Konzentration von 5 At% Silber, welche in Richtung des Interfaces zum Substrat geringer
wurde und um 0,3 At% schwankte. Die silberhaltigen Schichten AgNa zeigten einen
anderen Verlauf des eingelagerten Silbers in der Schicht. Diese hatten einen Silbergehalt
von etwa 2 At% an der Oberflache, dieser Wert sank auf etwa 1 At% bis zur Mitte der
Schicht ab. Das Interface zwischen Schicht und Wafer zeigte wieder einen steigenden
Gehalt an Silber bis zu einem Wert von 2 At% Silber. Der anndhernd identische
Gesamtsilbergehalt beider Schichtsysteme von 1,3 bzw. 1,49 At% liel? den Schluss zu,
dass die generierten Silberpartikel im Plasma aus Silbernitrat den vorgefertigten, von
ETC Products bezogenen Partikeln &hnlich waren. Der Unterschied im Verlauf der
Silberkonzentration der beiden Schichtsysteme konnte mit der Struktur der entstehenden
Siliziumdioxidmatrix erkléart werden. In den Abbildung 24 und 25 sind die mittels REM
visualisierten reinen Matrixschichten abgebildet. Auf diesen war die raue Struktur, die
wéhrend der Abscheidung entstanden ist, erkennbar. Aufgrund dieser rauer werdenden
Strukturen wahrend der Abscheidung kénnte es maglich gewesen sein, dass sich kleinere
Partikel verstarkt angelagert haben. Dieser Umstand wiirde auch den gemessenen
grolReren Gehalt an Silber an der Oberflache der beiden silberhaltigen Schichtsysteme mit
AgNa bzw. AgNi als Precursoren erkléren. Die zudosierten Nanopartikel des AgNa
Precursors sollten gemé&R Herstellerangaben ausreichend stabilisiert sein, um wéhrend der
Einlagerung mit mindestens 20 nm grofRen Partikeln verfligbar zu sein. Hingegen sollten

die Partikel, welche im Plasma aus dem vernebelten Silbernitratprecursor AgNi
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hergestellt wurden, entsprechend der Tropfchenverteilung des Sprihnebels in
verschiedenen PartikelgréRen (groBer und kleiner gleich 20 nm) bei der
Schichtentstehung vorhanden sein.

Die  Tiefenprofile  der  Schichtsysteme auf Wafern, welche  mittels
Zinkoxidnanopartikelprecursor (ZnNa) und Zinknitratprecursor (ZnNi) hergestellt
wurden, offenbarten im Vergleich zueinander groRere Unterschiede. Das Tiefenprofil der
ZnNi-Schicht zeigte an der Oberflache eine Konzentration von 2 At% Zink, welche mit
Verringerung des Kohlenstoffanteils auf etwa 5 At% anstieg, da der Kohlenstoff als
Verunreinigung auf jeder Probe zu finden war. Dieser Wert blieb Uber die gesamte
Schichtdicke bis kurz vor dem Interface konstant. Dort stieg der Wert auf etwa 7,5 At%
an. Im Mittel hatte die ZnNi-Schicht jedoch 5 At% Zink eingelagert. Dieser Wert von 5
At% Kkorrelierte in Naherung mit der flnffach grofleren Konzentration der
Zinkprecursoren (25 %) im Vergleich zu den Silberprecursoren (5 %), abgesehen von den
unterschiedlichen Flussraten bei der Precursordosierung von 25 pl/min  flr
Zinkprecursoren und 35 pl/min fur Silberprecursoren. Betrachtet man jedoch den
gemessenen Verlauf der Schichtzusammensetzung bei der Verwendung des ZnNa-
Precursors, so zeigten sich sehr geringe Mengen an eingelagertem Zink in der Schicht.
Im Mittel wurden lediglich 0,36 At% Zink eingelagert, jedoch gleichméaRig tber den
gesamten Schichtverlauf. Dieser Wert konnte auch in Wiederholungsmessungen nur in
ahnlichen GroRenordnungen reproduziert werden. Moglicherweise haben sich bei der
Zudosierung des nicht stabilisierten Zinkoxidnanopartikelprecursors (ZnNa) die priméren
Partikel des Precursors (10 — 30 nm) zu gréRReren Agglomeraten verbunden und konnten
so nur in geringen Konzentrationen in die Schicht eingebaut werden. Somit war die
Stabilisierung mittels Ultraschall wéhrend der Zudosierung im Gefall des Precursors bis
zu den Schlduchen nicht ausreichend fur eine Separierung der Agglomerate.

Erganzend konnte von Material A mit AgNi-Precursor ein Elementverteilungsmapping
angefertigt werden (siehe Abbildung 38). Hierbei war es aufgrund von starken
Aufladungserscheinungen nicht méglich, ein ausreichendes Signal von Silber oder Zink
auf den anderen Materialien bzw. Material- /Schichtsystemkombinationen zu erhalten,
um das Elementverteilungsmapping an diesen Proben durchzufihren. Dies zeigte, dass
die aufwendige Praparation und die Besonderheiten der Messungen von Textilien mit
sehr dunnen Schichten die Nutzung von Wafern als Modellsystemen flr die genauere
Schichtanalytik rechtfertigten. Das erstellte Elementverteilungsmapping von AgNiMA

zeigte die Verteilung des Silbers und des Sauerstoffs aus SiO, auf den Fasern. Es konnte
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festgestellt werden, dass das Silber gleichmaRig auf den Fasern verteilt war und im
Besonderen an den Stellen vorlag, an welchen ebenfalls gréRere Konzentrationen der
Schichtelemente (Sauerstoff aus SiOz) sichtbar waren. Dies war ein Indiz fur die

Einlagerung der Partikel in die SiO2-Schichtmatrix.

Der gemessene Silbergehalt im Verlauf des Tiefenprofiles der silberhaltigen
Beschichtungen sollte sich auch im Wirkstofffreisetzungsverhalten der Wundauflagen
widerspiegeln. Zu erwarten war eine erhohte Freisetzung aus den mit Silbernitrat
beschichteten Textilien (AgNiMA, AgNiMB), da das Schichtsystem mit
Silbernitratprecursor (AgNi) eine grofiere Konzentration von Silber an der Oberflache
aufwies, als die mit Silbernanoprecursor (AgNa) beschichteten Proben, vorausgesetzt,
dass keine vollstandige Extraktion des Silbers erfolgte. Die fur die Beschichtung
eingebrachten Mengen von Silber und Zink konnten anhand der Beschichtungsparameter
errechnet werden. Die beschichtete Flache der Textilien hatte jeweils pro
Beschichtungsdurchlauf die GroRe eines A5-Blattes (210 x148 mm). Zusammen mit den
in Tabelle 18 dargestellten Anlagenparametern flr die Beschichtung lielen sich die
nachfolgenden Werte berechnen, wobei die Geschwindigkeit des Substrates, die Grélie
des Rasters und die Umkehrpunkte mit einberechnet wurden. Daraus ergaben sich pro
Beschichtungsdurchlauf 60 s, in denen die Precursoren auf dem Textil appliziert wurden.
Fur die Erreichung der gewiinschten 50 - 60 nm Schichtdicke wurden 8 Durchlaufe fur
die Beschichtung benétigt. Somit ergab sich eine Nettobeschichtungszeit von 480 s. Die
Dosierrate fur silberhaltige Precursoren (AgNa, AgNi) lag bei 35 pl/min, mit einem
Silberanteil von 5 % (50 g/l). Die Dosierrate fur zinkhaltige Precursoren (ZnNa, ZnNi)
lag bei 25 pl/min mit einem Zinkanteil von 25 % (250 g/l). Somit wurden rechnerisch
ermittelt, auf einer Flache von 10 x 10 cm, (wie sie fir die Extraktionsversuche mit 2,5
cm?/ml genutzt wurden) 4,5 mg Silber bei 35 pl/min bzw. 16,08 mg Zink bei 25 pl/min
fur die Beschichtung zudosiert. Die doppelte Dosierrate resultierte in der doppelten
Menge an Silber und Zink im gleichen Zeitraum. Eine Verdoppelung der Dosierrate sollte
sich bei der Freisetzung von Silber und Zink in einer Erhéhung der Freisetzung um bis zu

100 % bemerkbar machen.

Die Ergebnisse der Extraktionen mit anschlielender ICP/OES Messung sind in Tabelle
20 zusammengefasst. In Abhéngigkeit der jeweiligen Textilien A und B zeigten die
Schichtsysteme mit Silbernitrat (AgNi) als Precursor eine erhdhte Freisetzung an Silber
im Vergleich zu den Schichtsystemen mit Silbernanopartikelprecursor (AgNa) (siehe

Abbildung 39). Es wurden zwei Extraktionsmessungen durchgefuhrt, dies geschah
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aufgrund der Tatsache, dass nur begrenzte Mengen der am Markt erhaltlichen
Vergleichsmaterialien (M1S, M2S und M3S) zur Verfligung standen. Fir beide
Messungen wurden die in dieser Arbeit beschichteten Materialien A und B genutzt.
Zusatzlich wurden beim Extraktionsverhaltnis von 2,5 cm?/ml die am Markt befindlichen
Produkte M1S, M2S, M3S und Beschichtungen von Material A und B mit doppelter
Dosierrate (50 bzw. 70 pl/min) mit analysiert. Die Verdoppelung der Dosierrate sollte die
moglichen Beeinflussungen der Freisetzung von Silber und Zink durch Verénderung der
Beschichtungsparameter aufzeigen. Erneute Extraktionsmessung an den beschichteten
Material A und B wurde mit einem Extraktionsverhaltnis von 10 cm?ml durchgefiihrt.
Die zweite Messung entsprach dem Extraktionsverhéltnis aller Extrakte flr
mikrobiologische Untersuchungen. Mit der Durchfiihrung einer zweiten Messreihe bei
der Extraktion konnte weiterhin die Skalierung der Extraktion in Abhédngigkeit der
genutzten Materialflache Gberpruft werden (mehr Flache = mehr freigesetzter Wirkstoff).
Mit Blick auf die ermittelten Freisetzungsraten der mit Silber beschichteten Textilien und
der am Markt erhéltlichen Vergleichsprodukte mit einem Extraktionsverhéltnis von 2,5
cm?/ml (100 cm? auf 40 ml entionisiertem Wasser) zeigte sich, dass die beschichteten
Textilien (Material A und B) einen Silberanteil zwischen 0,63 und 1,4 mg/l fur
Beschichtungen mit 35 pl/min freisetzten. Die am Markt erhéltlichen Produkte wiesen
hingegen deutlich unterschiedliche Freisetzungsraten von 0,05 mg/l bis 7 mg/l auf. Die
Ergebnisse der beschichteten Materialien A und B deuteten auf Unterschiede bei der
Freisetzung aus beiden Materialien und Precursoren hin. Fir das Textil A lag die
Freisetzung bei Beschichtungen mit 35 pl/min Precursor-Dosierrate fur Silbernitrat
(AgNiMA) bei 1 mg/l. Die Freisetzung fur das Schichtsystem mit Silbernanopartikeln
(AgNaMA) als Precursor mit 35 pl/min Dosierrate betrug hingegen 0,63 mg/l. Die
gemessene Freisetzung aus Material B lag bei gleichem Precursor (AgNiMB) mit 1,4
mg/l hoher im Vergleich zu Material A mit 1 mg/l (AgNiMA). Die Steigerung bei
Silbernanopartikeln als Precursor war weniger deutlich von 0,63 mg/l bei AgNaMA auf
0,69 mg/l bei AgNaMB. Die Freisetzungsraten fir die doppelte Flussrate (70 pl/min statt
35 pl/min) der silberhaltigen Precursoren (AgNa, AgNi) zeigten wie in Abbildung 39 und
Tabelle 20 dargestellt einen deutlichen Anstieg der Silberfreisetzungsraten nach 24 h
Extraktion. Fir AgNaMA stieg der gemessene mittlere Wert von 0,63 mg/l auf 1,1 mg/I,
fir AgNiMA von 1 mg/l auf 2 mg/l. Fir die gleichen Schichtsysteme (AgNa, AgNi)
stiegen die Werte auf Material B bei verdoppelter Flussrate von 0,69 auf 1,2 mg/l
(AgNaMB) und von 1,4 auf 2,2 mg/l (AgNiMB). Bis auf AgNiMA waren zwar keine

exakten Verdoppelungen der Silberfreisetzung nachweisbar, jedoch war ein direkter
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Zusammenhang zwischen der zudosierten Menge und der freigesetzten Menge an Silber
deutlich sichtbar. Ebenso zeigten diese Ergebnisse einen materialbedingten Einfluss der
Freisetzungsraten bei den silberhaltigen Beschichtungen. Wie bereits zu Beginn erwahnt,
besal? Material B eine deutlich offenere Struktur. Die Ursache der unterschiedlichen
Freisetzung des Silbers aus den Materialien konnte in diesem Unterschied liegen. Bei der
Beschichtung mittels Plasmajet kann das Plasma bei der Abrasterung der Oberflache bei
einer offeneren Gewebestruktur (Material B) tiefer in die Hohlrdume eindringen. Somit
ist es moglich, mehr Fasern in der Tiefe des Materials selbst zu beschichten, sodass
insgesamt eine groRere Oberflache auf dem Material fir die Freisetzung zur Verfligung
steht. Abbildung 82 soll diese Annahme darstellen. Daraus wirde resultieren, dass
Materialien mit offenerer Struktur eine erhdhte Freisetzung aufweisen kdnnen, was sich
in der Wirkung und dem Freisetzungsverhalten widerspiegeln sollte. Die gemessenen
Freisetzungsraten der Wundauflagen, welche mittels silberhaltiger Precursoren

beschichtet wurden, untermauerten diese Hypothese.

Abbildung 82: Schematischer Aufbau von Material A (links) und Material B (rechts). Die offenere
Struktur von Material B (rechts) erlaubt dem Plasmastrahl prinzipiell ein tieferes Eindringen in das
Gewebe.

Die drei am Markt befindlichen Produkte mit Silber zeigten unterschiedliche
Freisetzungsraten im Vergleich zu den in dieser Arbeit beschichteten Wundauflagen.
Produkt M1S (Hydrofaser) setzte im Verlauf von 24 h 0,36 mg/l Silber frei. Hierbei
bestand die Mdglichkeit, dass aufgrund der Quellfahigkeit und resultierenden Gelbildung
der Wundauflage ein Teil der nicht gebundenen Silberionen direkt wieder mit der
Extraktionsflussigkeit aufgesaugt wurde (siehe 4.1.4). Produkt M3S (impréagnierter
Schaumstoff) setzte mit durchschnittlich 0,1 mg/l sehr geringe Mengen an Silber frei.
Auch bei diesem Produkt war es aufgrund des verwendeten Materials moglich, dass
Anteile des freigesetzten Silbers wieder vom Material absorbiert wurden. Material M2S
war ein mit Silberionen ausgerustetes Alginat. Die Freisetzung von Silber aus M2S war
mit durchschnittlich 7 mg/l die hochste aller in dieser Arbeit untersuchten Wundauflagen,
obwohl die Quellfahigkeit des Alginates auch zu einer moglichen Reabsorbierung von
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Silberionen fuhren konnte. Die Freisetzungsraten aus Material A und B mit einer
Dosierrate von 35 pl/min hergestellten silberhaltigen Beschichtungen lagen somit im
Mittelfeld im Vergleich zu den in dieser Arbeit untersuchten am Markt befindlichen
Produkten.

Bestimmung der Silberfreisetzung nach 24 h erfolgte nach DIN EN 1SO 10993-12, wobei
fur zu testende Materialien nach diesen Testvorschriften eine Extraktion tber den
Zeitraum von 24 h bei 37 °C im Schuttelinkubator vorgenommen werden soll. Mit Blick
auf die realen Bedingungen und Behandlungsstandards bei der Anwendung von
Wundauflagen fur die Behandlung von infizierten oder chronischen Wunden wird die
Nutzung von silberhaltigen Wundauflagen / Produkten tber den Zeitraum von mindesten
5 Tagen mit jeweils 24 h bis 72 h Wechselintervall empfohlen.[145] Eine ber 24 h
freigesetzte Menge spiegelt demzufolge den empfohlenen Anwendungszeitraum von
derartigen Produkten wider.

Betrachtet man die Zinkfreisetzung aus den beschichteten Wundauflagen mit
zinkoxidhaltigen Schichtsystemen (ZnNa, ZnNi), so zeigte sich, dass die generelle
Freisetzung von Zink sowohl mit Zinknitrat als Precursor (ZnNi) als auch mit
Zinkoxidnanopartikeln als Precursor (ZnNa) geringer war als die von Silber, trotz der
groleren absoluten Menge an Zink, welche wéhrend der Beschichtung zudosiert wurde
(vgl. Tabelle 22). Abbildung 40 zeigt die Freisetzung aus den mit Zinkprecursoren
hergestellten Schichtsystemen auf Material A und B. Weiterhin konnte festgestellt
werden, dass Material B eine erhohte Freisetzung aufwies. So lag die Freisetzung bei
Precursorflussraten von 25 ul/min bei der Beschichtung mittels Zinkoxidnanopartikeln
als Precursor (ZnNa) bei 0,07 mg/I fur Material A und 0,2 mg/I fir Material B. Fur den
Zinknitratprecursor (ZnNi) ist die Freisetzung nach 24 h Extraktion fir Material A bei
0,12 mg/l und fir Material B bei 0,4 mg/l. Eine Verdoppelung der Dosierraten der beiden
zinkhaltigen Precursoren (ZnNa, ZnNi) bewirkte ebenfalls eine ungeféhre verdoppelte
Freisetzung des Zinks. Die erhtéhten Freisetzungsraten von Zink aus Material B im
Vergleich zu Material A entsprachen den erhdhten Freisetzungsraten von Silber aus den
Material B im Vergleich zu Material A. Dieser Umstand untermauert die Hypothese des
Einflusses der offeneren Gewebestruktur und des daraus resultierenden tieferen
Eindringens des Plasmastrahles bei der Beschichtung von Material B im Vergleich zu
Material A. Die rechnerisch ermittelte Menge an Zink bei Beschichtungen mittels
zinkhaltiger Precursoren (ZnNa und ZnNi) lag, wie bereits erwéhnt, bei 16,08 mg Zink

fiir eine Flache von 10 x 10 cm. Die rechnerisch ermittelte Menge an Silber lag hingegen
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bei 4,5 mg auf einer Flache von 10 x 10 cm (AgNa, AgNi) aufgrund der unterschiedlichen
Precursorkonzentrationen und Dosierraten, was einem Verhéltnis Zink zu Silber von 3,57
entsprach. Betrachtet man noch einmal den Zinkgehalt der Schichten, welche auf den
Siliziumwafern abgeschieden wurden (siehe Abbildung 34 und 35) im Vergleich mit den
silberhaltigen Schichten auf den Wafern (siehe Abbildung 36 und 37), so sind Parallelen
zu den zudosierten Mengen an Silber und Zink erkennbar. Theoretisch hétten sich gréRere
Konzentrationen von Zink im Vergleich zu Silber in den Schichten befinden missen. Die
mittels XPS-Tiefenprofilen erfassten Wirkstoffanteile (siehe Tabelle 19) der
zinkoxidhaltigen Schichten (Abbildung 36) mit Zinknitrat als Precursor (ZnNi)
bestatigten diese Annahme zunidchst. Es konnte Uber den Schichtverlauf im Mittel
5,03At% Zink nachgewiesen werden. In dem Schichtsystem mit Silbernitrat als Precursor
(AgNi) konnte hingegen 1,3 At% Silber nachgewiesen werden. Dieses Verhéltnis
entsprach 3,87 und stimmte in N&herung mit dem Faktor 3,57 der zudosierten
Precursorkonzentrationen von Silber (5 %) zu Zink (25 %) (berein. Jedoch zeigte sich
bei den zinkhaltigen Schichten, welche mit Zinkoxidnanopartikeln als Precursor (ZnNa)
hergestellt wurden, ein unerwartet niedriger Wirkstoffgehalt. Im Mittel wurde bei diesen
Schichten lediglich ein Zinkgehalt von 0,36 At% Zink gemessen (siehe Tabelle 19). Auch
mehrmalige Wiederholungen der Beschichtungen und der Analysen bestétigten diese
Ergebnisse. Betrachtet man die Stabilitat der Precursoren, so konnte festgehalten werden,
dass der Precursor aus Zinkoxidnanopartikeln zur Sedimentierung und Agglomeration
neigte. Die Metallsalzprecursoren waren in Wasser geldst und somit homogen. Die
Precursoren aus vorgefertigten Nanopartikeln kénnen zur Agglomeration neigen, wenn
diese nicht ausreichend stabilisiert wurden. Vergleichbare Ergebnisse wurden schon in
zahlreichen Studien beschrieben.[146][147]

Zusammenfassend fir die Materialcharakterisierung konnte festgehalten werden, dass
von den rechnerisch ermittelten Mengen an Silber und Zink nur geringe Anteile im
Verlauf von 24 h Extraktion freigesetzt werden konnten. Die restlichen Anteile von Silber
und Zink sollten sich somit noch auf den beschichteten Wundauflagen, in der Schicht,
befinden. In Tabelle 23 sind diese Werte gegeniibergestellt. Die Unterschiede zwischen
den rechnerisch ermittelten Mengen an Silber und Zink sowie den tatsachlich
freigesetzten Mengen waren fiir silberhaltige Precursoren nicht so gro wie bei den
zinkhaltigen Precursoren. Eine Verdoppelung der Forderraten spiegelte sich im
Freisetzungsverhalten der jeweiligen Wundauflagen wider (siehe Abbildung 39 und 40).
Somit konnte der Wirkstoffgehalt in den Schichten und die Freisetzung der Wirkstoffe
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durch diesen einfachen Beschichtungsparameter variiert werden. Beschichtungen mit
erhdhten Wirkstoffgehalten wurden jedoch nicht fiir die biologische Beurteilung
verwendet, da aus den ersten bereits veroffentlichten Ergebnissen zu dieser Arbeit [137]
bereits die notigen Wirkstofffenster ermittelt wurden. Hierbei wurde das
Anwendungsfenster fir gute Zellvertraglichkeit (an HaCaT-Zellen) und gute
antibakterielle Wirkung (gegen S. aureus und K. pneumoniae) im Bereich von 25 bis 40

pl/min fur 5 % Silbernitratprecursor ermittelt.

Tabelle 23: Eingebrachte Mengen an Silber und Zink auf Material A und B und innerhalb von 24 h
extrahierten Mengen an Silber aus einer Flache von 10 x 10 cm. Der rechnerische Wert der tatsachlich
eingebrachten Menge bei der Verwendung von Zinkoxidnanopartikelprecursor (ZnNa) ist aufgrund
moglicher Stabilitdtsprobleme evtl. fehlerhaft (Zudosierprobleme).

Schichtsystem Rechnerisch ermittelte Menge | Extrahierte Menge an
an Silber/Zink auf 10 x 10 cm | Silber/Zink aus 10 x 10 ¢cm in
in [mg] [mg/1]

AgNaMA 4,5 0,63

AgNaMB 4,5 0,69

AgNiMA 4,5 1

AgNiMB 4,5 14

ZnNaMA 16,08 (?) 0,07

ZnNaMB 16,08 (?) 0,2

ZnNiMA 16,08 0,12

ZnNiMB 16,08 04

Aufgrund der geringen Schichtdicke der abgeschiedenen Schichtsysteme von 50 nm und
dem eingelagerten Wirkstoffgehalt in der GréRenordnung von 1,3 At% (AgNi) und 1,49
At% (AgNa) fur silberhaltige Precursoren und 0,036 At% (ZnNa) sowie 5 At% (ZnNi)
fiir zinkhaltige Schichten konnte der Gesamtwirkstoffgehalt auf einer typischen Flache
von 10 x 10 cm sehr weit abgesenkt werden. Am Markt befindliche silberhaltige Produkte
weisen, bis auf Silber-Aktivkohle, Silbergehalte im Bereich von 7,5 mg bis 164 mg auf
einer Flache von 10 x 10 cm auf. Hingegen war die rechnerisch ermittelte maximal
eingelagerte Menge von Silber in den Beschichtungen auf den Materialien A und B
lediglich 4,5 mg Silber auf einer Flache von 10 x 10 cm. Vergleicht man die rechnerisch
ermittelte maximal eingelagerte Menge von Silber auf den Schichten mit den berechneten
Wirkstoffgehalten der auf den Siliziumwafern gemessenen Menge an Silber und anderen
Schichtelementen (siehe Tabelle 19) ergeben sich rechnerisch folgende minimal
eingebrachte Wirkstoffmengen auf einer idealen glatten Oberflache (Siliziumwafer) 0,43
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mg flr AgNa-Schichtsysteme und 0,38 mg flr AgNi-Schichtsysteme sowie 0,57 mg flr
ZnNi-Schichtsysteme und 0,04 mg fiir ZnNa-Schichtsysteme. Da die Textilien A und B
jedoch keine ideal glatte Oberflache darstellen (siehe Abbildung 82), liegen die
tatsdchlichen Mengen an Silber bzw. Zink wahrscheinlich zwischen diesen beiden
theoretisch berechneten Werten der jeweiligen Schichtsysteme.

5.2 Antimikrobielle Wirkung

Um die antimikrobielle Wirkung der hergestellten Wundauflagen zu verifizieren, wurden
verschiedenen Methoden genutzt. In  Vorversuchen wurden die Materialien
Bakterienzellulose, PES/CV und Lyocell verwendet, um die konzentrationsabhangige
Wirkung von silberhaltigen Precursoren auf Mikroorganismen zu untersuchen.
Nachfolgend wurde aufbauend auf diesen Ergebnissen mit zinkhaltigen Precursoren in
Kombination mit Material A identisch verfahren, um die konzentrationsabhangige
Wirkung von Zink auf Mikroorganismen zu untersuchen. Hieraus resultierend wurden in
Kombination mit  zytotoxischen  Untersuchungen an HaCaT-Zellen die
Beschichtungsparameter fiir Material A und B festgelegt.

Mithilfe des BTG-Assays wurden jeweils erste Untersuchungen zur antibakteriellen
Wirkung der beschichteten Textilien/’Wundauflagen durchgefiihrt.  Als  Test-
Mikroorganismus wurde hierfur E. coli HB101 verwendet. In ersten Untersuchungen auf
den drei Materialien Bakterienzellulose, PES/CV und Lyocell wurden verschiedene
Dosierraten (25 bis 100 pl/min) des Silbernitratprecursors (AgNi) verwendet, um die
Einflusse der Dosierraten auf die Inaktivierung von E. coli zu Uberprifen. Es zeigte sich,
dass bereits bei Verwendung der geringsten Dosierrate von 25 pl/min im BTG-Assay die
ATP-Werte in den Bakteriensuspensionen, welche zusammen mit den beschichteten
Materialien inkubiert wurden, unter 5 % im Vergleich zur Referenz (E. coli-Suspension
ohne Materialkontakt) absanken. Die daraus geschlussfolgerte antibakterielle Wirkung
war auf allen drei Materialien auf identischem Niveau. Weiterhin zeigte sich, dass auch
die Extrakte der jeweiligen beschichteten Materialien (Bakterienzellulose, PES/CV und
Lyocell) nach Extraktion in entionisiertem Wasser (Vergleich 3.5.3 Extraktion) eine
Reduzierung des ATP-Gehaltes der Bakterien auslosten und somit eine antibakterielle
Wirkung auf E. coli austibten.

Fur die Beschichtungen der Materialien A und B (MA, MB) wurde eine
Precursorkonzentration der silberhaltigen Precursoren (AgNa, AgNi) von 5 %
Silbergehalt und eine Dosierrate von 35 pl/min gewéhlt, da die resultierenden
Silberfreisetzungen unter Berlcksichtigung der Zytotoxizitat in einem Bereich lagen, in
welchem die zytotoxische Wirkung der Textilextrakte auf HaCaT-Zellen als gering

5 Diskussion



118

(Zytotoxizitdt < 70 % der Referenz) eingestuft wurde. Weiterhin wurden &hnliche
Beschichtungsversuche fiir zinkhaltige Precursoren mit Material A (MA) durchgefihrt
(siehe Abbildung 49). Hierbei stellte sich heraus, dass zinkhaltige Precursoren (ZnNi) mit
einem Zinkgehalt von 5 % auch in hohen Dosierraten (250 pl/min) wéhrend der
Beschichtung keine Verringerung des ATP-Gehaltes von E. coli im BTG-Assay
verursachten. Somit wurde die Konzentration des Zinkprecursors (ZnNi) auf 25 %
Zinkgehalt erhoht. Diese Erhohung der Zinkkonzentration im Precursor brachte auch bei
geringen Dosierraten von 25 pl/min identische Ergebnisse im BTG-Assay im Vergleich
zu den silberhaltigen Precursoren mit 5 % Silbergehalt (AgNi) und 35ul/min Dosierrate.
Theoretisch  sind  die  eingebrachten  Zinkkonzentrationen bei 5 %
Zinkprecursorkonzentration (0,05 g/ml) und 250 pl/min Dosierrate héher als bei 25 %
Zinkprecursor (0,25 g/ml) und 25 pl/min Dosierrate. Jedoch kdnnte die geringe
Plasmaleistung von 250 Watt, welche nétig ist, um die Textilien unbeschadigt zu
beschichten, nicht ausreichend gewesen sein, um bei Forderraten ber 200 pl/min die
Losemittel (Wasser und Isopropanol) ziigig genug zu verdampfen, sodass moglicherweise
nicht ausreichende Mengen an Zinkoxidpartikel generiert und in die Schicht eingebaut
werden konnten. Beschichtungen fiir die in der vorliegenden Arbeit insbesondere
untersuchten Materialien A und B wurden aus diesem Grund mit 25 pl/min fur
Zinkprecursoren (ZnNa, ZnNi) mit 25 % Zinkgehalt durchgefihrt.

In Abbildung 50 ist die Wirkung der am Markt befindlichen Wundauflagen und den
beschichteten Materialien A und B gegen E. coli HB101 dargestellt. Die nicht
beschichteten Materialien A und B (Ref A und B) zeigten keine starke Verringerung des
ATP-Gehaltes von E. coli nach der Inkubation. Material A hatte jedoch eine leichte
Reduzierung des ATP-Gehaltes um 17 % zur Folge, bei Material B war ein Anstieg um
~ 40 % zu verzeichnen. Die applizierte SiOx-Matrixschicht auf Material A und B hatte
keine Reduzierung des gemessenen ATP-Gehaltes der Bakteriensuspension zur Folge.
Jedoch wurde der zuvor gemessene Abfall des ATP-Gehaltes bei dem unbeschichteten
Referenzmaterial A durch diese Matrixbeschichtung aufgehoben und der Anstieg bei
Material B verringert. Die mit Silberprecursoren (AgNa, AgNi) beschichteten
Wundauflagen aus Material A und B zeigten hingegen eine starke Reduzierung des ATP-
Gehaltes auf unter 20 % im Vergleich zu der E. coli-Bakteriensuspension, welche ohne
Textilien inkubiert wurde. Weiterhin war aus den Ergebnissen erkennbar, dass mit
Silbernitratprecursor  (AgNi)  beschichtete  Materialien im  Vergleich zu
Silbernanopartikeln (AgNa) eine im Mittel starkere Reduzierung des ATP-Gehaltes von
E. coli nach 3 h Inkubation aufwiesen. Stellte man die gemessenen ATP-Gehalte der
Bakteriensuspension nach der Inkubation mit den Wundauflagen und den mittleren in den
Schichten gemessenen Silbergehalten (siehe Tabelle 19) gegenlber, so wdre der
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Unterschied in der Wirkung nicht ersichtlich gewesen. Die Tiefenprofile der Schichten
(Abbildung 36 und 37) zeigten hingegen einen unterschiedlichen Verlauf der
Silberkonzentration tiber die Schichttiefe. Die Schichten mit AgNi wiesen direkt an der
Oberflache 5 At% Ag im Vergleich zu 2 At% bei Schichten mit AgNa auf. Somit war es
theoretisch moglich, dass das Silber aus den mit AgNi-Precursor hergestellten Schichten
aufgrund der hoheren Konzentration in kilrzerer Zeit an das umgebende Medium
abgegeben werden konnte. Die gesamte gemessene Konzentration an Silber war hingegen
bei beiden Schichtsystemen AgNa (1,49 At%) und AgNi (1,3 At%) &hnlich. Der AgNa-
Precursor konnte jedoch keine bessere Wirkung erzielen. Eine weitere Schlussfolgerung
aus dem BTG-Assay in Kombination mit den gemessenen Freisetzungsraten aus den mit
AgNa- und AgNi-Precursoren beschichteten Materialien A und B war, dass Material B
scheinbar aufgrund seiner leicht htheren Freisetzungsrate im Vergleich zu Material A
eine starkere Reduktion des gemessenen ATP-Gehaltes von E. coli bewirkte. Dieser
Effekt konnte bei der Schicht mit AgNi als Precursor nicht ausgepréagt beobachtet werden,
da die gemessenen ATP-Gehalte bei diesen Schichten unabhéngig vom Material sehr
gering waren. Jedoch konnte der Materialeinfluss gut am Beispiel von AgNa-Schichten
verdeutlicht werden. Hier waren die ATP-Gehalte von Material A auf 20 % des
Ausgangswertes von unbelasteten E. coli herabgesetzt, bei Material B konnte eine
Reduktion auf 5 % dieses Wertes gemessen werden. Auch die am Markt befindlichen
Produkte M1S und M2S hatten im direkten Kontakt mit E. coli Uber den Testzeitraum
von drei Stunden eine Verringerung des ATP-Gehaltes auf 39 % und 25 % im Vergleich
zur E. coli-Referenz bewirkt. Lediglich M3S hatte bei den silberhaltigen Produkten in
diesem Zeitraum keine negative Beeinflussung des ATP-Gehaltes im BTG-Assay
hervorgerufen, sondern vielmehr einen Anstieg um ~ 40 % im Vergleich zur Kontrolle.
Vergleicht man die gemessenen freigesetzten Mengen an Silber (Extraktionen mit 2,5
cm?/ml) mit den resultierenden Ergebnissen der Materialien im BTG-Assay, so kann
konstatiert werden, dass die Menge des freigesetzten Silbers nicht direkt mit der durch
Reduzierung des ATP-Gehaltes erfassten antibakteriellen Wirkung zusammenhing.
Material M2S setzte mit 7 mg/l die mit Abstand groRten Mengen an Silber aus einer
Flache von 10 x 10 cm im Verlauf von 24 h frei, reduzierte aber nicht im gleichen MaRe
die ATP-Aktivitat wie AgNIMA, AgNiMB oder AgNaMB, welche maximal 1,4 mg/l
Silber freisetzten. Die antibakterielle Aktivitat von M2S war vergleichbar mit AgNaMA,
welches im gleichen Zeitraum 0,63 mg/l Silber freisetzte. Aufgrund der Tatsache, dass
die Freisetzung des Silbers erst nach 24 h gemessen wurde, in Anlehnung an die DIN ISO
1990, der BTG-Assay jedoch nur tber einen Zeitraum von 3 h durchgefiihrt wurde, war
es moglich, dass das Material M2S in diesem Zeitraum eine geringere Menge Silber
freisetzen konnte. Bei Material M1S gab es hingegen im Vergleich zu AgNaMA eine
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Korrelation zwischen den gemessenen Freisetzungsraten von Silber und den ATP-
Aktivitaten nach der Inkubation mit E. coli. Mit 0,36 mg/l Silber setzte M1S etwa die
Halfte des Silbers von AgNaMA mit 0,63 mg/l frei und reduzierte den ATP Gehalt auf
40 % im Vergleich zu 20 % von AgNaMA.

Die vier mit Zinkprecursoren (ZnNa, ZnNi) beschichteten Textilien/Wundauflagen
(ZnNaMa, ZnNaMB, ZnNiMA, ZnNiMB) zeigten im Vergleich zu den mit Silber
beschichteten Wundauflagen grofRere Unterschiede bei der Reduzierung des ATP-
Gehaltes der E. coli-Suspensionen. Im  BTG-Assay hatten die mit
Zinkoxidnanopartikelprecursor (ZnNa) beschichteten Materialien keine Reduzierung des
ATP-Gehaltes von E. coli zur Folge, sondern bewirkten im Gegenteil eine erhdhte
Konzentration von ATP (~ 140 % zur Referenz) nach 3 h Inkubation. Hingegen zeigten
die mit Zinknitratprecursor (ZnNi) beschichteten Materialien A und B eine deutliche
Reduzierung des gemessenen ATP-Gehaltes auf unter 20 % im Vergleich zur Kontrolle
(E. coli) und somit eine entsprechend gute antibakterielle Wirkung. Stellt man diese
Wirkung den gemessenen Freisetzungsraten der zinkhaltigen Beschichtungen gegenuber,
S0 zeigte sich, dass die freigesetzten Mengen an Zink aus den Textilien nicht direkt mit
der antibakteriellen Wirkung korrelierten. Die beiden nicht antibakteriell wirksamen
Materialien ZnNaMA und ZnNaMB setzten 0,07 mg/l bzw. 0,2 mg/l Zink in den
Extrakten mit 2,5 cm?/ml Extraktionsverhaltnis frei, die beiden Materialien ZnNiMA und
ZnNiMB hingegen 0,12 und 0,4 mg/l. Die Wirkung von ZnNaMB (Freisetzung 0,2 mg/l)
hatte somit starker ausfallen missen im Vergleich zu ZnNiMA, welches nur 0,12 mg/l an
Zink freisetzte. Diese Korrelation war nicht gegeben. Um die Ergebnisse einordnen zu
konnen, war eine Betrachtung der gemessenen ZnNa- und ZnNi-Schichten auf Wafern
zielfiihrend. Diese zeigten bei der Nutzung von ZnNa als Precursor mit lediglich 0,36
At% sehr geringe Werte von Zink in den Schichten im Vergleich zu ZnNi mit 5,03 At%.

Die gemessenen Zinkgehalte auf den Siliziumwafern Kkorrelierten eher mit den
resultierenden ATP-Gehalten im BTG-Assay. Die freigesetzten Mengen an Zink in den
Extrakten hingegen Kkorrelierten nicht mit den Ergebnissen des BTG-Assays oder den
mittels XPS gemessenen Anteilen an Zink in den Schichten. Dies konnte erneut als
Hinweis gedeutet werden auf die bereits erwdhnte nicht homogene oder nicht konstante
Zudosierung des nicht stabilisierten Zinkoxidnanopartikelprecursors (ZnNa). Vermutlich
waren einige der beschichteten Chargen von ZnNaMA und ZnNaMB mit hoheren
Anteilen an Zinkoxidnanopartikeln ausgerustet, die nicht immer identisch
agglomerierten. Daraus resultiert die Annahme, dass in den meisten Fallen zu geringe
Gehalte von Zink wéhrend der Beschichtung mit ZnNa als Precursor eingebracht wurden.
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Als Ergénzung zu jedem BTG-Assay wurde ein KbE-Test an den E. coli-Suspensionen
nach der Inkubation mit den Proben durchgefihrt, um die Vermehrungsféhigkeit bzw. die
Lebendzellzahl der Bakterien zu tberpriifen. Die Ergebnisse dieser Uberpriifung sind in
Abbildung 51 dargestellt. Es zeigte sich, dass alle mit Silber beschichteten und
modifizierten Produkte (Material A und B, sowie MI1S, M2S und M3S) die
Vermehrungsfahigkeit bzw. die Anzahl der lebensfahigen Zellen der E. coli-Bakterien
stark eingeschréankt hatten. Die Materialien AgNaMA, AgNaMB, AgNiMA und
AgNiMB bewirkten eine komplette Inhibierung des Bakterienwachstums. Dies deckte
sich mit der im BTG-Assay gemessenen starken Reduzierung des ATP-Gehaltes, was in
Kombination mit dem KbE-Test auf eine sehr starke antibakterielle Wirkung der
beschichteten Materialien schlussfolgern lieR. Sowohl Material A als auch B hatten mit
der reinen SiOx-Matrixschicht (SIOMA und SiOMB) eine Reduzierung von 0,9-10°
KbE/ml auf 0,4 -10® KbE/ml zur Folge, obwohl im BTG-Assay keine direkte Reduzierung
des ATP-Gehaltes festgestellt worden war. Weiterhin bewirkte auch das unbeschichtete
Referenzmaterial (RefMA) eine KbE-Reduktion in gleicher GréRenordnung wie die
beiden SIOMA- und SiOMB-Matrixschichten auf den Materialien A und B. Die drei am
Markt befindlichen Produkte zeigten im Gegensatz zu den Ergebnissen des BT G-Assays
eine fast komplette Verminderung des Wachstums der E. coli-Bakterien. Im BTG-Assay
wurde nach der Inkubation der Bakteriensuspensionen mit den zu priifenden Materialien
die BTG-Reagenz zugegeben, in diesem ist eine Substanz zur Zelllyse enthalten, welche
Bakterien mit noch intakter Zellhille soweit schédigte, dass die zytosolischen
Bestandteile aus den Bakterienzellen austreten. Hierbei tritt ebenfalls das in den Zellen
vorhandene ATP aus. Zusammen mit den durch das eigentliche Material hervorgerufenen
Schadigungen an den Zellen wird das gesamte freie ATP in den jeweiligen Kavitéten
bestimmt. Wenn die beschichteten Textilien/Wundauflagen eine direkte zellschadigende
Wirkung auf E. coli ausubten, sollte das freie ATP direkt in die Kochsalzlésung, in
welcher sich die Bakterien befanden, abgegeben werden. Durch die Halbwertszeit des
ATP von 1 bis 2 min kann in diesem Fall sehr schnell das verfligbare gesamte ATP
reduziert werden, dass erst nach Ende der 3 h Inkubation gemessen wurde.[148] Folgte
im BTG-Assay somit ein niedriger gemessener ATP-Wert, deutet dies auf zuvor viele
abgestorbene Bakterien in der Suspension hin. Wurde hingegen ein Wert auf Niveau der
Referenz gemessen, deutete dies auf das Nichtvorhandensein antibakterieller
Eigenschaften hin. Da die Proben aus den Kavitaten der 12-Well-Mikrotiterplatten, in
welcher die Proben mit den Bakterien tber 3 h inkubiert wurden, abgenommen wurden,
hatten beide Tests (BTG, KbE) die gleiche Bakteriensuspensionen als Ausgangsbasis zur
Verfugung. Wenn die Schadigung der Bakterien in der Suspension nach 3 h
Interaktionszeit nicht stark war, sodass die Bakterienhillen direkt geschéadigt wurden,
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dass die zytosolischen Bestandteile einschlieBlich ATP austraten, jedoch die
Vermehrungsféhigkeit der Bakterien eingeschrankt wurde, zeigten die beiden
Untersuchungsmethoden unterschiedliche Ergebnisse. Dies konnte vor allem bei den am
Markt verfuigbaren Produkten M1S, M2S und insbesondere M3S beobachtet werden.

Die mit Zinkprecursoren (ZnNa, ZnNi) beschichteten Wundauflagen zeigten im KbE-
Test ein &hnliches Bild bei der Wirkung auf E. coli, im Vergleich zum BTG-Assay.
ZnNiMA und ZnNiMB sorgten flr eine deutliche Reduktion der Bakterienkonzentration
auf jeweils 0,029 -10° KbE/ml im Vergleich zu 0,9 -10® KbE/ml der Referenz. Im
Gegensatz zum BTG-Assay, wo keine Reduzierung des ATP-Gehaltes der
Bakteriensuspensionen erfolgte, zeigte ZnNaMA eine Reduzierung der KbE auf 0,25
KbE /ml im KbE-Test. Der gleiche Precursor auf Material B (ZnNaMB) hatte hingegen
in beiden Tests keine Wirkung auf E. coli. Diese Ergebnisse stiitzen erneut die Hypothese,
dass die Beschichtung mit Zinkoxidnanopartikelprecursor (ZnNa) keine einheitlichen
reproduzierbaren Schichten erzeugten. Allerdings wurden sowohl der BTG-Assay als
auch der KbE-Test immer aus den jeweils gleichen Ausgangsproben mit der gleichen
Bakteriensuspension und Inkubationsdauer und unter gleichen Bedingungen gestartet.
Lediglich die nachfolgenden Schritte zur Messung des ATP-Gehaltes (erfolgte immer
unmittelbar nach Inkubation) und die Ausplattierung der Suspension (erfolgte immer
unmittelbar nach Inkubation, jedoch bebritet fiir 24 h) unterschieden sich. Somit hétten
beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse fir die beiden Schwermetalle Silber und Zink
liefern sollen. Es zeigte sich jedoch, dass die Féhigkeit von E. coli, sich nach einer
Inkubation mit den verschiedenen Textilien erneut zu reproduzieren, gerade bei
silberhaltigen Produkten nachhaltig geschadigt wurde.

In Bezug auf die Wirkung von Silber und Zinkoxid als antibakterielle Wirkstoffe kommen
die beobachteten antimikrobiellen Effekte den in der Literatur beschriebenen moglichen
Wirkungsweisen nahe. Durch eine Schadigung der Bakterien-DNA und die Hemmung
der Proteinsynthese ist es moglich, dass die Vermehrungsfahigkeit der Bakterien stark
begrenzt wird unter dem Einfluss von Schwermetallen wie Silber und Zink, ohne dass die
Bakterienzellen unmittelbar zerstort werden.[62][149][74] Diese Erkenntnisse deckten
sich mit denen im BTG-Assay und KbE-Assay gewonnen Daten dieser Arbeit. Nicht bei
allen beschichteten Materialien und am Markt erhaltlichen Produkten war eine
unmittelbare antibakterielle  Wirkung im Sinne einer Zellzerstérung und daraus
resultierenden Verringerung des ATP-Gehaltes nach der Inkubation mit den Proben
nachweisbar. Der Effekt, dass die Vermehrungsféhigkeit der Bakterien behindert oder
begrenzt wurde, kam erst im KbE-Test zum Tragen, der die Zahl vermehrungsféhiger
Bakterien unmittelbar erfasste. Dies war besonders deutlich an den am Markt erhéltlichen
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Produkten M1S, M2S und M3S zu beobachten, welche im BTG-Assay nur eine
Verringerung des ATP-Gehaltes auf 25 % (M2S) bzw. Erhéhung auf 140 % (M3S) im
Vergleich zur Kontrolle erreichten, fiir die aber im KbE-Test Werte von 0,01 -10° KbE/ml
fiir M1S und keine nachweisbaren Kolonien fiir M2S und M3S im Vergleich zu 0,9 -10°
KbE/ml fir die Kontrolle gefunden wurden.

Um die Wirksamkeit der hergestellten Wundauflagen an pathogenen Mikroorganismen
nach einem weiteren standardisierten Testverfahren zu Gberprifen, wurde der Test nach
JIS L 1902:1998 / ISO 20743 mit den Bakterien Staphylococcus aureus ATCC 33591
(Abbildung 52) sowie Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 (Abbildung 53) durchgefiihrt.
Im Gegensatz zu dem BTG-Assay (Flache) wird der Test nach JIS L 1902:1998 mit einer
definierten Masse (Gewicht) der Priflinge durchgefuhrt, d. h. die zu testenden
Wundauflagen werden nach der Einwaage mit einem in der Norm definierten
Bakteriensuspensionsvolumen getrankt. Als negative Kontrolle diente ein einfaches
Polyestertextil. Weiterhin wurden die nicht beschichteten bzw. nur mit Matrixschicht
versehenen Textilien A und B getestet. Die nicht beschichteten Materialien zeigten keine
bis eine leichte antibakterielle Wirkung auf die beiden Testmikroorganismen
entsprechend der nach Hofer definierten Kilassifizierung der antimikrobiellen
Wirksamkeit (vgl. Abbildung 52 und 53).[123] Hingegen zeigten die reinen
Matrixschichten SIOMA und SiOMB bereits eine leichte bis signifikante Wirkung. Alle
mit Silberprecursoren (AgNa, AgNi) beschichteten Materialkombinationen (MA, MB)
zeigten eine nach Hofer klassifizierte starke Wirkung. Bis auf AgNaMA nach Kontakt
mit K. pneumoniae konnten alle silberhaltigen Wundauflagen eine komplette Inhibierung
des Wachstums von S. aureus und K. pneumoniae erreichen. Die mit Zinkprecursoren
(ZnNa, ZnNi) beschichteten Wundauflagen zeigten ein breiter geféchertes
Reaktionsspektrum auf die beiden Bakterienstimme. Gegen das grampositive Bakterium
S. aureus konnten alle mit Zink beschichteten Materialien (ZnNaMA, ZnNaMB,
ZnNiMA, ZnNiMB) eine starke antibakterielle Wirkung erzielen. Material B bewirkte
jeweils eine vollstandige Inhibierung des Wachstums. Gegen K. pneumoniae konnte
keines der zinkbeschichtete Materialien eine vollstandige Inhibierung verursachen. Fir
drei der zinkhaltigen Beschichtungen (ZnNaMB, ZnNiMA, ZnNiMB) konnte jedoch eine
starke Wirkung festgestellt werden, lediglich ZnNaMA hatte nur eine signifikante
Wirkung. Die Normprufung sieht definierte Massen (Gewicht) der zu prufenden Textilien
von 400 mg vor. Da beide Materialien unterschiedliche Flachengewichte aufwiesen (vgl.
Tabelle 9), bedeutete dies, dass von Material B 108 cm? und von Material A 33 cm? pro
Prufling genutzt wurden. Somit wurde von Material B die mehr als dreifache Flache
genutzt und somit, da es sich um flachige Beschichtungen handelte, mehr als die dreifache
Menge der beiden Substanzen Silber und Zink. Betrachtet man die Ergebnisse des Tests
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nach JIS L 1902:1998 / ISO 20743 unter diesem Umstand, so l&sst sich die teilweise
starkere Reduktion der beiden Testmikroorganismen unter dem Einfluss von Material B
im Vergleich zu Material A bei gleichen Schichtsystemen erklaren. Jedoch zeigte sich
bereits zuvor bei der Freisetzung aus beiden Materialien, unabhéngig von Silber oder Zink
und dem verwendeten Precursor (Nitrat oder Nanopartikel), dass Material B eine erhthte
Freisetzung aufwies. Dies konnte mit der offeneren Struktur und somit ein tieferes
Eindringen des Plasmajets, was zu einer groReren beschichteten Flache fihrt, erklart
werden. Ein weiteres Indiz fur diese Annahme war, dass AgNaMB eine hohere Reduktion
des ATP-Gehaltes von E. coli verursacht hatte als AgNaMA. Die Ergebnisse des Tests
nach JIS L 1902:1998 / 1ISO 20743 zeigten, dass trotz der geringeren Freisetzungsraten
aus Material A, mit Ausnahme von ZnNaMA, im Gegensatz zu Material B eine starke
antibakterielle Wirkung fir Silber und Zink gegen die Bakterien Staphylococcus aureus
ATCC 33591 sowie Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 nachweisbar war. Verglich man
die im Test nach JIS L 1902:1998 gewonnen Ergebnisse mit denen der Literatur, so
zeigten Francois et al., dass durch die Nutzung von antibakteriellen Metallen wie Silber
und Kupfer auf Baumwolle das Wachstum von Staphylococcus aureus ATCC 6538 und
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 sowie MRSA und weiteren Stdmmen vollstédndig
inhibierbar war.[150] Diese Ergebnisse deckten sich mit denen in dieser Arbeit gewonnen
Erkenntnissen. Die mit beiden Silberprecursoren beschichteten Textilien A und B
konnten das Wachstum von Staphylococcus aureus ATCC 33591 ebenfalls vollstandig
inhibieren. Lediglich Textil A, beschichtet mit dem Silbernanoprecursor (AgNaMA),
konnte keine vollstandige Inhibierung von Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 erreichen,
jedoch eine nach Definition starke antibakterielle Wirkung. Die Wirksamkeit von
silberhaltigen Faden bzw. Textilien gegen grampositive und gramnegative
Mikroorganismen im Test nach JIS L11902:1998 konnte auch von anderen
Forschergruppen bestatigt werden.[151][152]

Im Allgemeinen wird die Freisetzung von Wirkstoffen aus Wundauflagen als ein
wichtiger Faktor bei der Behandlung von Wunden angesehen. Die bisher betrachteten
Methoden zur Uberpriifung des antibakteriellen Potenzials beinhalteten stets einen
direkten Kontakt der Mikroorganismen mit dem jeweiligen Probenmaterial. Um nur die
Wirkung der freigesetzten Bestandteile von Silber und Zink gegen Bakterien zu ermitteln,
wurde die Mikroplattenlasernephelometrie genutzt. Die Versuche wurden mit den
Testmikroorganismen Staphylococcus aureus ATCC 6538 sowie Klebsiella pneumoniae
ATCC 4352 durchgefihrt. Hierzu wurden die beiden Bakterienstdmme in Suspensionen
mit den hergestellten Textilextrakten (Extraktionsverhaltniss 10 cm?/ml, Abbildung 41)
Uber einem Zeitraum von 24 h inkubiert und die Tribung der einzelnen Kavitéten
gemessen. Eine erhéhte Tribung stand hierbei fir eine Vermehrung der Bakterien.
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Abbildungen 43 bis 46 zeigen die Wachstumskurven beider Testmikroorganismen unter
dem Einfluss der Extrakte aus den beschichteten Wundauflagen. Die Wachstumskurven
von S. aureus fir Material A (Abbildung 43) und Material B (Abbildung 44) zeigten den
einheitlichen Trend, dass das Wachstum bei silberhaltigen Extrakten mit geringer
Verdunnung (90 %) vollstandig inhibiert werden konnte. Eine erhthte Verdinnung der
Extrakte (auf 71 %) hatte zur Folge, dass das Wachstum nur noch mit erhéhter Latenz
(spatere beginnende Proliferation/Triibung der Suspension im Vergleich zur Kontrolle)
stattgefunden hatte, jedoch nicht génzlich inhibiert wurde. Das Wachstumsverhalten fur
zinkhaltige Extrakte der Materialien A und B mit S. aureus zeigte eine nur geringe
Beeinflussung des Testmikroorganismus. Dies &ufBerte sich durch einen mit dem reinen
N&hrmedium nahezu identischen Verlauf des Wachstums mit leicht verzdgertem
Wachstumsbeginn und geschwéachter maximaler Trilbung der Bakteriensuspension, was
ein geringfugig vermindertes Bakterienwachstum implizierte. Die Wirkung der auf der
Basis von Zinknitratprecursor (ZnNi) beschichteten Textilen A und B ist aufgrund der
geringeren Tribung im Vergleich zu ZnNa als geringfugig besser zu beurteilen.
Weiterhin war wieder der Effekt erkennbar, dass Material B eine starkere Wirkung
erzielte, was sich im Falle der Mikroplattenlasernephelometrie als geringere Tribung im
Vergleich zu Material A darstellte. Verdiinnungen der Extrakte auf 71 % oder weniger
hatten zur Folge, dass keinerlei Effekt auf das Wachstum von S. aureus ausgemacht
werden konnte. Die Wirkung der Textilextrakte aus Silber- und Zinkprecursoren aus
Material A und B hatten auf das Wachstumsverhalten von K. pneumoniae einen
vergleichbaren Einfluss. In Abbildung 45 und 46 konnte fiir die Materialien A und B
ebenfalls eine vollstdndige Inhibierung des Wachstums von K. pneumoniae fiir
Silberprecursoren in der hochsten Konzentration von 90 % ermittelt werden. Wurde die
Konzentration auf 72 % reduziert, trat ein um sechs Stunden verlangsamtes Wachstum
ein, am Ende der 24 h Beobachtungszeit war jedoch auch hier eine identische Intensitat
der Bakteriendichte im Vergleich zur Kontrolle festzustellen. Die zinkhaltigen Extrakte
in den hochsten Konzentrationen von 90 % hatten nur einen geringen Einfluss auf das
Wachstum der Bakterien. Jedoch konnte sowohl fiir den Zinknitrat- (ZnNi) als auch fiir
den Zinkoxidnanopartikelprecursor (ZnNa) eine leicht geringere maximale Intensitat der
Bakteriendichte/Triibung im  Vergleich zur  Kontrolle  ermittelt  werden.
Zusammenfassend zeigte sich aus den Ergebnissen der Mikroplattenlasernephelometrie,
dass die silberhaltigen Extrakte einen starkeren wachstumsinhibierenden Einfluss auf die
beiden Mikroorganismen hatten. Dies deckte sich mit den Messungen, die auf dem
Direktkontakt mit den Materialien beruhten, auch dort hatten sdmtliche mit Silber
beschichteten Materialien A und B eine starkere Wirkung auf Mikroorganismen, obwohl
geringere Mengen von Silber im Vergleich zu Zink in die Schichten eingebracht wurden.
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Betrachtete man die Freisetzung der Silber- und Zinkanteile in das umgebende
Extraktionsmedium (Abbildung 41), so konnte festgestellt werden, dass die Abgabe von
Silber an das Extraktionsmedium stets dem Vielfache von Zink entsprach (Beispiel:
AgNiMA mit 2,8 mg/l Ag im Vergleich zu ZnNiMa mit 0,53 mg/l Zn). Somit konnte ein
Zusammenhang zwischen den extrahierten Anteilen von Silber und Zink und der mittels
Mikroplattenlasernephelometrie erfassten antibakteriellen Wirkung hergestellt werden.
Die grofiere freigesetzte Menge des Silbers hatte eine starkere Wirkung auf die beiden
grampositiven und gramnegativen Bakterienstdmme, welche sich durch die teilweise
vollstindige ~ Wachstumsinhibierung im  Verlauf von 24 h in der
Mikroplattenlasernephelometrie manifestierte. Der Unterschied zwischen Extrakten aus
Material A und B wurde in der Mikroplattenlasernephelometrie weniger deutlich und
konnte lediglich bei den Wachstumskurven von K. pneumoniae mit 72 % Silberextrakten
(AgNa, AgNi) sowie bei allen zinkhaltigen Extrakten beobachtet werden. Jedoch waren
die Tribungen am Ende der 24 h Beobachtungszeit meist auf &hnlichem Niveau, sodass
hier von keinem deutlichen Unterschied ausgegangen werden konnte. Bei der Interaktion
zwischen dem freien Silber in den Extrakten und den beiden Mikroorganismen war
erkenntlich, dass, wenn keine vollstdndige Inhibierung des Wachstums erfolgte, die
beiden Bakterienstimme mit einem verspateten Wachstum reagierten. Dieses Wachstum
resultierte jedoch am Ende der Beobachtungszeit von 24 h in einer Triibung, die nahezu
identisch zur Kontrolle (reines Medium) war. Dies legte die Schlussfolgerung nahe, dass
sich die Mikroorganismen (S. aureus und K. pneumoniae) an geringe (subletale)
Konzentrationen von Silber anpassen kénnen und nicht vollstandig abgetdtet wurden,
wenn diese nicht einen gewissen Grenzwert berschritten. Dieser Grenzwert miisste
aufgrund der gemessenen  Extraktkonzentrationen und den  gemessenen
Wachstumskurven zwischen den Extrakten mit 72 % und 90 % Wirkstoffanteil bezogen
auf den reinen Extrakt der silberhaltigen beschichteten Materialien A und B gelegen
haben. Die gemessenen Silberkonzentrationen in nicht verdiinnten Extrakten lagen in
einem Bereich von 2,27 mg/l (AgNaMA) bis 4,8 mg/l (AgNiMB) Silber (siehe Abbildung
41). Extrakte aus Silbernitratprecursor auf Material B (AgNiMB) hatten selbst in einer
Verdlnnung von 72 % hoher konzentriert sein miissen (4,8 mg/l x 0,72 = 3,46 mg/l) als
alle anderen gemessenen Silberkonzentrationen aus Material A und B. Jedoch waren die
Konzentrationen von Silber in den Extrakten der anderen drei silberhaltigen beschichteten
Textilien (AgNaMA, AgNaMB, AgNiMA) auf einem untereinander &hnlichen Niveau
(2,27 bis 2,8 mg/l). Somit musste der Grenzwert fir eine vollstandige Hemmung des
Wachstums in der Mikroplattenlasernephelometrie zwischen 2 und 2,52 mg/l Silber
gelegen haben (2,27 mg/l x 0,9 =2 mg/l, 2,8 mg/l x 0,9 = 2,52 mg/l). Dass die scheinbar
hohen Konzentrationen an Silber aus AgNiMB in den Extraktverdiinnungen keine bessere
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Wirkung erzielten, kdénnte mit ungleichméaBigen Beschichtungen (Schwankung der
Standardabweichung von Silber aus Extraktionen von AgNiMB zwischen 5,8 und 3,8
mg/l siehe Abbildung 41) erklart werden. In der Literatur wurden fiir die Reduzierung der
Tribung bzw. vollstdndige Inhibierung des Wachstums von gramnegativen Bakterien-
Suspensionen von E. coli Konzentrationen von 57 mg/l Silber fir 50 bis 100 nm grol3e
Partikel angegeben.[153] Fir K. pneumoniae wurden &hnliche GréRenordnungen von 50
ppm (50 mg/l) fir identisch groRe Partikel (50 bis 100 nm) angegeben. [154] Diese
Konzentrationen waren im Vergleich zum hier ermittelten Bereich von 1,9 bis 2,2 mg/I
deutlich groRer. In der Annahme, dass die im Plasma generierten Partikel aus
Metallsalzen in deutlich kleineren Dimensionen als 50 bis 100 nm vorlagen, ware die
Wirkung der geringen Konzentrationen an Silber jedoch erklérbar. Flr den genutzten
Silbernanopartikelprecursor (AgNa) wurde die PartikelgroRen mit einem D50-Wert von
20 nm angegeben und lag somit bereits unter dem in der Literatur erwéhnten
Partikelbereich von 50 bis 100 nm. Gestltzt wurde diese Annahme von der Arbeit von
Pal et al., in welcher die Wirkung von Silbernanopartikeln in Abhangigkeit von der
eingesetzten Form (Salz, Nanopartikel mit verschiedenen Geometrien) und den
Testbedingungen untersucht wurden. Es wurde festgestellt, dass Konzentrationen von
Silber zwischen 1,2 mg (dreieckige Partikelgeometrie mit ~40 nm Kantenldnge) und 100
mg (spharische Partikel mit 50 nm Durchmesser) fiir eine vollstandige Inhibierung von
E. coli in einem Agar-Test notig waren. [155] Die Abweichung in den eingesetzten
Konzentrationen war hierbei vornehmlich auf die geometrischen und Gréfl3enverhéltnisse
der Partikel zurlckzufihren. Kleinere Nanopartikel verfiigen Uber eine groRere
spezifische Oberflache im Verhéltnis zu ihrem Volumen, auf diese Weise kénne diese
bedingt durch die Geometrie mehr lonen abgeben als groRere Partikel mit entsprechend
Kleinerer spezifischer Oberfliche im Verhéltnis zu ihrem Volumen. Die gute
antibakterielle Wirkung der silberhaltigen Textilextrakte im Bereich von 1,9 bis 2,2 mg/I
ist somit trotz teilweise deutlich hoheren Konzentrationsangaben in der Literatur
nachvollziehbar, da die priméren PartikelgroRen des freigesetzten Silbers verschieden
sein kdnnen.

Die antimikrobielle Wirkung der beschichteten Textilien zeigte insgesamt positive
Resultate (schnellere Wirkung) im Vergleich zu den am Markt befindlichen Produkten.
Jedoch waren unabhangig vom genutzten Verfahren die mit Silberprecursoren (AgNa,
AgNi) beschichteten Materialien A und B wirksamer als die mit Zinkprecursoren (ZnNa,
ZnNi) beschichteten Materialien. Dieser Effekt kam insbesondere bei den verwendeten
Extrakten der Textilien in nephelometrischen Messungen zum Tragen. Dennoch zeigten
die zinkhaltigen Beschichtungen im direkten Kontakt der Materialien im BTG-Test und
im Test nach JIS L 1902:1998 / 1SO 20743 ebenfalls eine sehr gute antimikrobielle
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Wirkung. Wirkstoffhaltige Extrakte der plasmabeschichteten Textilien zeigten im
Gegensatz zu Konzentrationsangaben in der Literatur fir die antimikrobielle Wirkung
bereits bei geringeren Wirkstoffkonzentrationen identische Resultate. Dies kdnnte an den
spezifischen Partikelgrofien und Oberflachencharakteristika der jeweiligen Nanopartikel
bei der Plasmabeschichtung liegen, sodass reine Wirkstoffkonzentrationen alleine nicht
entscheidend fir die antimikrobielle Wirkung waren.

5.3 Zytotoxische Wirkung an Monolayerzellkulturen

Die antibakterielle Wirkung der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten/beschichteten
Wundauflagen konnte mithilfe von verschiedenen Mikroorganismen und Testverfahren
Uberpraft und charakterisiert werden. Ein entscheidender Faktor fiir die Anwendung von
antibakteriellen Wundauflagen ist jedoch zusétzlich eine optimale Vertraglichkeit auf
dem zu behandelnden Gewebe. Zu diesem Zweck wurde das zytotoxische Potenzial von
Extrakten der Wundauflagen an Monolayerzellkulturen von HaCaT-Keratinozyten und
die Zytotoxizitdt der Wundauflagen selbst im Direktkontakt mit 3D-Hautmodellen,
bestehend aus priméren Keratinozyten und Fibroblasten, Gberpruft.

Um die Zytotoxizitdt bzw. den Einfluss der Wundauflagen an Monolayerzellkulturen,
bestehend aus Keratinozyten (HaCaT), zu testen, wurden von den Wundauflagen, analog
zu den Untersuchungen zu Wirkstofffreisetzungsraten und zu den nephelometrischen
Messungen, Extrakte angefertigt. Mit diesen Extrakten und Verdinnungen davon wurden
die HaCaT-Kulturen uber Zeitrdume von 1 bis 48 h inkubiert und im Anschluss die
Zellviabilitat mithilfe des ATP-Assays und die Gesamtmasse an Protein und somit
indirekt die Anzahl der Zellen mithilfe des BCA-Assays bestimmt.

Aus den Vorversuchen mit Silbernitratprecursor (AgNi) an den drei Materialien
Bakteriencellulose, Lyocell und PES/CV (vgl. Abbildung 55) [136] ergab sich, dass fir
Extrakte dieser mit dem AgNi-Precursor beschichteten Materialien der Schwellenwert
zur Zytotoxizitat der Schichten (Abfall der ATP Werte unter 70 % der Negativkontrolle)
bei 50 pl/min Dosierrate des Precursors fir das gewahlte Extraktionsverhaltnis lag.
Resultierend aus diesen Ergebnissen wurde fur die Beschichtungen auf Material A und B
fiir die silberhaltigen Precursoren die Dosierrate von 35 pl/min gewahlt. Abbildung 55
zeigt die gemessenen ATP-Gehalte der HaCaT-Kulturen nach 1, 24 und 48 h Inkubation
mit den Wirkstoffextrakten aus Material A und B. Hohe Konzentrationen des gemessenen
ATPs waren ein Indiz fur vitale Zellen. Als negative Kontrolle diente einfaches
Zellkulturmedium ohne Wirkstoff, Triton X-100 wurde als positive zytotoxische
Kontrolle genutzt. Die Extrakte wurden in 4 Verdinnungsstufen (100 %, 75 %, 50 % und
25 %) mit den Zellen inkubiert. Die Extrakte der mit Silberprecursoren beschichteten
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Materialien A und B zeigten in allen Verdiinnungen und unabhangig vom Material keine
deutliche zytotoxische Wirkung (Vitalitat der Zellen zur Kontrolle im ATP- und BCA-
Assay grolRer 70 %) auf die HaCaT-Kulturen nach 1, 24 und 48 h Inkubation. Jedoch
né&herten sich Extrakte aus 100 % AgNiMa nach 1 h diesen Wert an. Weiterhin war eine
Reduktion der Vitalitdt auf circa 70 % der Kontrolle der HaCaT-Kulturen bei der
Inkubation mit den hdchsten Konzentrationen (75 und 100 %) der mit
Silbernitratprecursor beschichteten Wundauflagen fur Material B (AgNiMB) nach 48 h
erkennbar. Dies konnte mit der in den Extraktionsversuchen ermittelten grof3eren
Freisetzung von 4,8 mg/l Silber aus Material B erklart werden. Die Werte fir 1 und 24 h
bewegten sich im Rahmen der Standardabweichung der nicht belasteten Referenzprobe
und zeigten keine negativen Auffalligkeiten. Extrakte der mit Silbernanoprecursor
(AgNa) beschichteten Textilien A und B zeigten hingegen eine erhéhte ATP-Aktivitat
der Keratinozyten nach 24 und 48 h. Die Erhdhung erreichte dabei teilweise bis zu 120
% der negativen Kontrolle aus reinem Medium. Die zugehdrigen Proteinbestimmungen
der Zellkulturen sind in Abbildung 56 gezeigt. Diese sind ein Mal? fir die Gesamtheit des
in den Kavitaten bestimmten Proteins, mehr Protein steht dabei in der Regel fiir eine
grolere Zellzahl. Die erhohte ATP-Aktivitat nach Inkubation mit den Extrakten aus den
mit Silbernanopartikelprecursor (AgNa) beschichteten Materialien A und B spiegelten
sich nur nach 48 h in einer erhdhten Konzentration des Proteins wider. Zugleich wiesen
geringere Konzentrationen des Silbernitratprecursors (AgNi) einen vergleichbaren Effekt
auf. Diese Erhéhung des Proteinwertes nach 48 h reduzierte sich jedoch mit dem Anstieg
der Extraktkonzentration auf 100 %. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass alle
Silberkonzentrationen beider silberhaltiger Precursoren ein Absinken (im Mittel auf 83
% der Kontrolle) der Proteinwerte nach 1 und 24 h verursacht haben. Generell hatten die
mit Silber beschichteten Textilien jedoch keinen zytotoxischen Einfluss auf die HaCaT-
Zellkulturen. Dass Beschichtungen mit Silbernitratprecursor und Material B (AgNiMB)
eine starkere Wirkung auf die HaCaT-Kulturen ausiibten und gleichzeitig den hdchsten
Wirkstoffgehalt freisetzten, stand in Ubereinstimmung mit der bis dahin festgestellten
antibakteriellen Wirkung. Erhohte Mengen an Silber zeigten somit einen starkeren
Einfluss auf die Vitalitdt von Zellen, als auch eine starkere antibakterielle Wirkung.
Festzuhalten war, dass keine Extrakte aus Material A und B, unabhéngig davon, mit
welchen silberhaltigen Precursor beschichtet wurde, bei der verwendeten Dosierrate von
35 pl/min eine zytotoxische Wirkung auf HaCaT-Zellen ausiibten, jedoch Bakterien unter
den Einflissen der reinen Extrakte sich nicht mehr vermehren konnten. Ein direkter
Vergleich der Wirkung auf HaCaT-Zellen mit den Ergebnissen anderer Forschergruppen
fur die Wirkung von Silber ist nur bedingt moglich. Im Allgemeinen werden verschiedene
Assays und Methoden genutzt. Jedoch hatte eine Forschergruppe um Abdel-Mohsen et
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al. herausgefunden, dass Materialien aus einem Verbund aus Schiophyllan und
Silbernanopartikeln (PartikelgréRen 10 nm) in Konzentrationen bis zu 1 mg/l keine
zytotoxischen Effekte im Verlauf von 72 h auf HaCaT-Zellen ausiibten.[156] In einem
Review von Feng Zhang et al. konnten keine groReren zytotoxischen Effekte von
Silbernanopartikeln mit Konzentrationen von bis zu 7,74 mg/l im Verlauf 72 h an HaCaT-
Zellen nachgewiesen werden. Die Zellen wurden in dieser Arbeit als resistent gegen
Konzentrationen bis 7,74 mg/l bei PartikelgroRen von 65 bis 69 nm beschrieben.[157]
Weiterhin wurden von Feng Zhang et al. eine Vielzahl von Studien ausgewertet, welche
verschiedene Silberkonzentrationen im Bereich von 0,01 pg/ml (20 nm Partikelgrof3e) an
Epithel-Zellen (A549) bis 50 mg/I (PartikelgroRen 61 nm) an Leberzellen (PK15) getestet
haben.[157] Es zeigte sich, dass viele Zelllinien sehr spezifisch auf Silberionen bzw. -
Partikel reagieren und ein Vergleich unter verschiedenen Zelllinien somit erschwert war.
Generell war jedoch der Trend erkennbar, dass kleinere Partikel, welche deutlich mehr
lonen abgeben kénnen, ein erhéhtes zytotoxisches Potenzial aufwiesen. Weitere Faktoren
waren die Randbedingungen, hierzu zahlen Zelldichte, Serumkonzentration und Assaytyp
(MTT, ATP etc.). Jedoch zeigten die Arbeiten, welche mit HaCaT Zellen durchgefiihrt
wurden, dass Silberkonzentrationen bis 7,74 mg/l keine starken zytotoxischen Effekte
aufwiesen. Dies war in Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit im ATP- und BCA-
Assay ermittelten Werten (Abbildung 55 und 56) mit den maximal ermittelten
Silberkonzentrationen von 4,8 mg/l extrahiert aus Material B, beschichtet mit
Silbernitratprecursor (AgNiMB), welche auch keine zytotoxischen Effekte erreichte
(ATP-/Proteinwerte groRBer 70 % der negativen Kontrolle). Ein weiterer Aspekt war die
leicht verbesserte Proliferation der HaCaT-Zellen nach 48 h, welche mit den
silberhaltigen Extrakten aus Silbernanopartikelprecursor beschichteten Materialien A und
B inkubiert wurden (Abbildung 56). Die gemessenen ATP-Gehalte der AgNaMA- und
AgNaMB- Extrakte aller Konzentrationen von 25 bis 100 % nach 48 h zeigten einen um
bis zu 20 % erhohten ATP-Wert im Vergleich zu den negativen Kontrollen. Diese
Beobachtung deckte sich auch mit den erhéhten Proteinwerten des BCA-Assays nach 48
h, sodass von einer erhéhten Zellanzahl ausgegangen werden konnte. Eine verbesserte
Proliferation durch einen Reiz mit geringen Dosierungen von Silber konnte bereits von
Jiao et al. beobachtet werden, jedoch an einer anderen Zelllinie.[158]

Abbildung 57 zeigt die gemessenen ATP-Gehalte der Zellkulturen, welche mit den
Extrakten der zinkhaltigen Wundauflagen inkubiert wurden. Auffallig war hierbei, dass
unsystematisch die ATP-Gehalte nach 1 h Inkubation stark variierten und teilweise in
zytotoxische Bereiche (ATP-Gehalt < 70 %) gelangten. Eine weitere Auffalligkeit war,
dass diese Effekte nach 1 h in Abhangigkeit vom verwendeten Precursor (ZnNa, ZnNi)
und abhéngig vom Material A oder B auftraten. Steigende (von 25 % zu 100 %)
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Extraktkonzentrationen von ZnNa-beschichteten Materialien hatten den Effekt, dass der
gemessene ATP-Gehalt sich wieder der Kontrolle (100 % ATP nach 1h) annéherte.
Extrakte aus mit ZnNi beschichteten Textilien hatten den gegenteiligen Effekt. Nach 24
h Inkubation waren alle gemessenen ATP-Gehalte unabhangig vom Precursor oder
Material auf Werte deutlich hoher als die der Kontrolle gestiegen. Nach 48 h Inkubation
der Zellen mit den zinkhaltigen Extrakten hatten sich die gemessenen ATP-Gehalte auf
GroRenordnungen der Kontrolle eingestellt. Die gemessenen Proteinwerte fur die
Extrakte der mit Zinkprecursoren beschichteten Materialien A und B in Abbildung 58
zeigten, dass die Reduzierung der gemessenen ATP-Gehalte nach 1 h Inkubation und die
erhdhten ATP-Gehalte nach 24 h Inkubation scheinbar keinen Effekt auf die Anzahl der
Zellen in den Kavitaten im Vergleich zur Kontrolle hatten. Schlussfolgernd aus diesen
Ergebnissen scheinen Zinkextrakte den ATP-Stoffwechsel der Zellen zu beeinflussen,
jedoch nicht die tatsachliche Proliferation der HaCaT-Zellen, da die Gesamtmenge an
Protein im Vergleich zur Kontrolle nahezu unveréndert blieb. Ein direkter negativer
Einfluss der Zinkkonzentrationen auf die Zellen konnte aus den Ergebnissen nicht
abgeleitet werden. Eine zytotoxische Wirkung (Reduktion der vitalen Zellen im ATP und
BCA Assay unter 70 %) konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden. So zeigten alle
Zellkulturen nach 1 h Exposition mit zinkhaltigen Extrakten aus Material A und B eine
Verringerung des ATP Gehaltes, jedoch keine entsprechende Verringerung des
Proteinwertes. Dies liel auf eine Verringerung der Aktivitat der Zellen, jedoch nicht auf
ein zytotoxisches Verhalten der zinkhaltigen Extrakte schlussfolgern. Weiterhin zeigten
die Zellkulturen nach 24 h Inkubation mit den zinkhaltigen Extrakten einen deutlichen
Anstieg des ATP-Gehaltes, jedoch wiederum keine entsprechende Erhéhung des
Proteinwertes. Dass Zink (in der Form Zn?*) in Zellen an zahlreichen strukturellen- und
signal-Prozessen beteiligt ist, war bereits das Thema vieler Forschungsarbeiten. So
schienen erhdhte Konzentrationen von Zink in Zellumgebung dazu zufiihren, dass in
Zellen ein Transport von Ca?* bewirkt wurde, was wiederum durch einen ATP-Scavenger
wie Apyrase (ATP-diphosphatase) zu einer Reduktion von freiem ATP fiihren
konnte.[159] Diese komplexen Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstandig
verstanden, sie kénnten aber die beobachteten Verdnderungen des ATP-Gehaltes bei der
Exposition mit den zinkhaltigen Extrakten der Zellkulturen bei gleichbleibendem
Proteingehalt erklaren. Die freigesetzten Konzentrationen von Zink aus den beiden
Materialien A und B unterschieden sich von denen der mit Silber beschichteten
Materialien. Die maximalen gemessenen Zinkkonzentrationen aus Extrakten, die mit
identischen Extraktionsverhéltnissen wie fir die Zytotoxizitats-Untersuchungen
gewonnen wurden, lag mit Zinknitratprecursor fur Material B (ZnNiMB) bei 1,3 mg/Il.
Der geringste Wert wurde fir ZnNaMA mit 0,25 mg/l Zink gemessen. In der Literatur
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wurde jedoch von beginnenden zytotoxischen Reaktionen an Epithelzellen ab
Konzentrationen von Zink von 15 mg/l (20 bis 100 nm PartikelgroRe) berichtet.[160]
Unabhangig von diesen Arbeiten zeigten Kocbek et al. (bereinstimmend, dass
Zinkoxidnanopartikel (PartikelgroRe der Agglomerate 268 nm) eine Verringerung der
Zellviabilitdt von Keratinozyten (NCTC2544) ab 15 mg/l verursachten.[161] Die
maximal erreichten Konzentrationen von 1,3 mg/l lagen somit unter den in der Literatur
beschrieben zytotoxischen Konzentrationen. Das daraus fur Extrakte festgestellte
Anwendungsfenster liegt fir freies Zink Uber 1,3 mg/l und konnte noch nicht im
Maximalwert eingegrenzt werden. Im Hinblick auf die antibakterielle Wirkung der mit
Zinknitratprecursor (ZnNi) beschichteten Textilien im BTG-Assay und der Priifung nach
JIS L 1902 / 1SO 20743 und dem in der Literatur beschrieben zytotoxischen Grenzwert
von 15 mg/l kann zinkhaltigen Beschichtungen ein grof3es Potenzial fur die Anwendung
flr antibakteriellen Wundauflagen zugeschrieben werden. Zinkhaltige Schichten zeigten
insgesamt Uberraschenderweise unabhdngig vom Mikroorganismus eine als sehr gut
einzustufende antimikrobielle Wirkung mit einer sehr guten Vertréglichkeit an
Monolayerzellkulturen.

5.4 Hautmodelle

Der Einfluss der Wundauflagenextrakte auf die Zellkulturen bestatigte die in den
Voruntersuchungen ermittelten zellvertraglichen und gleichzeitig antibakteriell
wirksamen Konzentrationsbereiche fiir Silber.[137] Weiterhin konnte fur zinkhaltige
Wundauflagenextrakte ein mégliches Anwendungsfenster (> 1,3 und < 15 mg/l freies
Zink im Extrakt) ermittelt werden, was nach aktuellem Stand noch mehr Spielraum im
Hinblick auf die maximale Wirkstoffkonzentration erlaubt. Jedoch sind bei der
Interaktion von Wundauflagen mit Gewebe nicht nur einzelne Zelltypen wie
Keratinozyten involviert, sondern komplexe Strukturen aus verschiedenen Bestandteilen.
Weiterhin kdénnen an Monolayerzellkulturen und an den eingesetzten Assay-Kits nur
spezifische Teilaspekte der Zellkulturen Gberprift werden (Menge an Protein, ATP-
Aktivitat). In der Realitat werden Wundauflagen auf Wunden aufgebracht, in denen eine
Vielzahl von verschiedenen Gewebetypen und Zellen mit der Wundauflage und den
enthaltenen Wirkstoffen interagieren konnen. Ein komplexer Zellstrukturaufbau wie die
Haut ist nicht nur wesentlich widerstandsféhiger, sondern erlaubt auch ein verbessertes
Verstandnis der Einwirkung einer Wundauflage auf das gesamte System einer Wunde.
Fur diesen Teilaspekt wurden vom In-vitro-Forschungslabor der Kilinik flr
Hautkrankheiten des Universitatsklinikums Jena Hautmodelle fur die Untersuchungen
der Wundauflagen zur Verfligung gestellt. Die Inkubation der Wundauflagen
(Durchmesser 4 mm / Flache 1,26 cm?) wurde iiber 24 h an den Hautmodellen (HM)
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durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgten Messungen sowohl am Zelliberstand der HM
(LDH, Interleukine) als auch an den Hautmodellen selbst (MTT, histologische Schnitte),
um die Einflusse der Wundauflagen zu beurteilen.

Die Ergebnisse des MTT-Assays sind in Abbildung 60 dargestellt. Im Vergleich zur
positiven Kontrolle SDS (optische Dichte 70 %) zeigten nur Silbernanoprecursor auf
Material A (AgNaMA) und Zinknitratprecursor auf Material A (ZnNiMA) einen
negativen Einfluss auf die Hautmodelle mit einer auf circa 78 % reduzierten optischen
Dichte. Da selbst die positive Kontrolle kein deutliches Absinken der optischen Dichte
der Losung unter 50 % der negativen Kontrolle NaCl erreichte, war kein eindeutiger
negativer Trend im MTT-Assay der einzelnen Wundauflagen erkennbar. Aufgrund der
Herstellung der Hautmodelle waren die Hautmodelle nicht komplett identisch zueinander
und unterschieden sich geringfligig in Groe und Form. Trotz der gleichen
Ausgangbedingungen fur die Kultivierung der bereitgestellten Hautmodelle entwickelten
sich diese im Verlauf von 4 Wochen unterschiedlich, was die beobachteten
Schwankungen erklaren kénnte. Die manuelle Teilung der Hautmodelle mittels Skalpell
fir die MTT-Assays hatte ebenfalls Einfluss auf die Reproduzierbarkeit der
Untersuchungen. Somit ergaben sich Abweichungen bei der absoluten Menge des zur
Verfligung stehenden Gewebes, sodass nur deutliche Abweichungen (> 30 %) der Werte
um die negative und positive Referenz als relevant erachtet wurden.

Abbildung 61 zeigt die Ergebnisse des LDH-Assays, welcher am Uberstand des
N&hrmediums der HM nach 24 h Inkubation mit den Wundauflagen durchgefihrt wurde.
Erhohte Werte von LDH bezogen auf die negative Kontrolle NaCl (100 %) wurden bei
Silbernanoprecursor auf Material B (AgNaMB) mit 149 %, Silbernitratprecursor auf
Material B (AgNiMB) mit 124 % und Zinkoxidnanopartikelprecursor auf Material B
(ZnNaMB) mit 124 %, sowie dem am Markt befindlich Produkt ohne Wirkstoff M2 mit
160 % ermittelt. Es zeigte sich, dass erhohte Werte von LDH vor allem bei Silber
beschichteten Produkten auf Material B gemessen wurden. Dies spiegelte die generelle
hohere Freisetzung des Silbers aus Material B wider. Jedoch war die reine
Silberfreisetzung aus dem Material nicht der einzige Faktor flr die Ausschittung von
LDH der HM. So bewirkte Material B mit Silbernanopartikelprecursor (AgNaMB) eine
groliere Ausschiittung von LDH, obwohl die Freisetzung von Silber aus diesem geringer
war als aus Material B mit Silbernitratprecursor (AgNiMB). In den silberhaltigen
Schichten (auf Wafern) wurde mittels XPS nachgewiesen, dass mit
Silbernanopartikelprecursor aufgebrachte Schichten mit 1,49 At% einen leicht hoheren
Wirkstoffanteil enthielten als mit Silbernitratprecursor generierte Schichten (1,30 At%).
Dieser leicht hohere Anteil konnte im Direktkontakt der Materialien mit den
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Hautmodellen mehr zum Tragen gekommen sein als die Freisetzungsraten. Material B
beschichtet mit Zinkoxidnanopartikelprecursor (ZnNaMB) ergab ebenfalls leicht erhéhte
LDH-Werte, hierbei korrelierte diese erhdhte LDH-Freisetzung jedoch weder mit den im
XPS gemessenen Wirkstoffgehalten noch mit der Freisetzungsrate aus den Textilien. Dies
bestatigte ~ wieder  die  Annahme, dass  die Beschichtungen mit
Zinkoxidnanopartikelprecursor keine einheitlichen Ergebnisse lieferten und zu grofRe
Schwankungen wéhrend der Beschichtung fiihrten. Die erhohte LDH-Freisetzung aus den
Hautmodellen inkubiert mit dem am Markt befindlichen Produkt M2 ohne Wirkstoff,
stand im Gegensatz zu M2S, welches das identische Produkt mit Silber darstellt. Jedoch
zeigte keine der beschichteten Wundauflagen eine derartig hohe LDH-Ausschiittung wie
die positive zytotoxische Kontrolle SDS, was auf eine generelle Vertraglichkeit der
Wundauflagen hindeutet. Die gemessenen Werte des MTT-Assays korrelieren dabei,
abgesehen von der zytotoxischen Positivkontrolle, nicht mit den Werten der LDH-
Freisetzung.

Weitere Untersuchungen, die am Nahrmediumiberstand der Hautmodelle durchgefihrt
wurden, waren Interleukinmessungen. Interleukine gehdren zu den Zytokinen, sie sind
Peptithormone (fettunlésliche Eiweil3strukturen) und wirken als Botenstoffe des
Immunsystems. Die drei gemessenen Interleukine IL-la, IL-6 und 1l-8 sind
proinflamatorische Zytokine. Sie konnen die Anlockung und Aktivierung von
Immunzellen bewirken, eine stérkere Durchblutung und damit insgesamt
Heilungsprozesse fordern. Die Messung der Interleukine sollte Aufschluss Uber
spezifische Reaktionen der Hautmodelle auf die Wundauflagen nach 24 h Inkubation
geben.

In Abbildung 62 sind die gemessenen IL-1a-Werte dargestellt. Aufféllig war, dass die
Hautmodelle, welche mit Silbernanopartikelprecursor auf Material B (AgNaMB)
inkubiert wurden, einen deutlich erhohten mittleren Wert der IL-1a-Ausschittung von
ca. 375 pg/ml und damit in der GroRenordnung der positiven SDS-Kontrolle erreicht
hatten. Auch das am Markt befindliche wirkstofffreie Material M2 bewirkte eine stark
erhohte Ausschiittung von IL-1o. Diese erhéhte Ausschiittung war in Ubereinstimmung
mit den erhohten gemessenen LDH-Werten (Abbildung 61) der beiden Materialien.
Jedoch war die Ausschiittung von 1l-1a im Verhaltnis zur positiven Kontrolle deutlich
ausgepragter (hoher) als der identische Vergleich der beiden im LDH-Assay, in welchem
lediglich 50 % der positiven Kontrolle erreicht wurden. Die Immunantwort war somit
ausgepragter als die eigentlichen scheinbaren zelltoxischen Effekte. Jedoch waren
erhdhte Ausschuttungen von IL-la scheinbar nicht direkt an eine bestimmte
Material/Wirkstoffkombination gebunden, sondern generell fiir Material B erhoht.

5 Diskussion



135

Material B und somit auch die Freisetzung der Wirkstoffe daraus schienen einen gréReren
Einfluss auf die IL-la-Ausschittung der HM auszuiiben. Die mit Zinkprecursoren
beschichteten Materialien MA und MB zeigten auch eine eher vom Material abhéngige
Beeinflussung der Freisetzung von IL-1a. Die leicht erhéhten LDH-Werte bei AgNaMB
und AgNiMB schienen mit der erhdhten gemessenen IL-1o. Ausschittung der HM zu
korrelieren, insbesondere bei AgNaMB.

Die Zinkprecursor auf Material B (ZnNaMB und ZnNiMB) verursachte eine deutlich
erhohte Immunantwort, wogegen die LDH-Werte bei diesen Materialien nur auf Hohe
der negativen Kontrolle gelegen haben. Hingegen zeigte der
Zinkoxidnanopartikelprecursor auf Material A (ZiNaMA) in beiden Messungen (IL-1a
und LDH) unauffallige Werte im Vergleich zur negativen Kontrolle. Die restlichen am
Markt befindlichen Produkte zeigten bis auf Material M2 eine Verdoppelung der IL-1a
Ausschittung (M1S, M2S) bzw. eine Halbierung (M1, M3S) zur negativen Kontrolle
(NaCl). Eine Korrelation zwischen LDH und IL-1o Ausschiittung war bei Material M2
zu erkennen.

Betrachtet man die Interleukinausschittung fur IL-6 in Abbildung 63, so zeigten sich
keine Auffalligkeiten der einzelnen Wundauflagen gegen die positive (zytotoxische) bzw.
negative (nur mit Natriumchlorid behandelte) Kontrolle, lediglich die mit
Zinkbeschichteten Materialien B (ZnNaMB, ZnNiMB) sowie Material M1S hatten
erhdhte Freisetzungen von IL-6 zur Folge (bis 200 %). Die gemessene IL-6-Ausschittung
war jedoch insgesamt deutlich geringer im Vergleich zur positiven SDS-Kontrolle (1800
%) und konnte in keinen direkten Zusammenhang mit den gemessenen LDH und IL-1a
gebracht werden. Schlussfolgernd aus den geringen IL-6 Ausschittungen konnte von
keinen starker entztindlichen Prozessen in den Hautmodellen ausgegangen werden.

Abbildung 64 zeigt die gemessenen IL-8-Werte aller mit den Wundauflagen inkubierten
Hautmodelle. Es konnte festgestellt werden, dass durch die beiden Materialien induzierte
Interleukin-8-Ausschittung erhdht waren (bis zu 240 %), im Vergleich zur negativen
Kontrolle (NaCl), jedoch deutlich geringer waren als die durch die SDS-Positivkontrolle
induzierte Ausschuttung (bis zu 700 %). Die erhohte IL-8-Freisetzung schien dabei
Material- und Wirkstoff-unabhangig zu sein. Die SiOx-Matrixschicht hatte bereits eine
erhohte Ausschuttung von IL-8 zur Folge (bis zu 160 %), was eine Beurteilung der
restlichen Werte fir Material A und B erschwerte. Zink schien auch hier wieder einen
leicht starkeren Anstieg der IL-8 Werte im Vergleich zu Silber zu verursachen. Die
Ergebnisse mit dem am Markt befindlichen silberhaltigen Produkt M1S wiesen eine sehr
grole Streuung auf, welche 50 % des Wertes der positiven SDS-Kontrolle erreichte.
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Erhohte Zinkkonzentrationen im Serum kodnnen dazu beitragen, dass gerade die
Ausschittung von IL-6 gesteigert wird. Hierzu wurden von Foster et al. Studien
durchgefihrt, welche die Nutzung von Zink fir mégliche Anwendungen in der Klinischen
Praxis untersuchen sollten.[162] Generell ist demzufolge die Freisetzung von IL-6 und
IL-8 als eher positiv anzusehen, da dieses vornehmlich von Fibroblasten sezerniert wird
und die Proliferation von Keratinozyten und deren Migration zu betreffenden Hautarealen
stimuliert, was zur Heilung von Gewebeverletzungen beitragen kann.[163] Bei der
Gesamtbetrachtung der gemessenen Werte flr IL-1c, IL-6 und IL-8 und der gemessenen
LDH-Werte konnte lediglich bei Material B mit Silbernanoprecursor (AgNaMB) und
Material M2 von einer schadlichen Wirkung auf die Hautmodelle ausgegangen werden.
Weiterhin zeigte sich, dass erhdhte Ausschittungen von LDH zumeist auch mit einem
Anstieg von IL-1a in Verbindung gebracht werden konnte. Ein Zusammenhang von LDH
und IL-6 und IL-8 war hingegen nicht ersichtlich.

Durch die Verwendung von Hautmodellen fur die Beurteilung der zytotoxischen Wirkung
der Materialien stand eine realitdtsnahe Testung fiir die Beurteilung der Wirkung zur
Verfiigung. Dies beinhaltete die Anfertigung von histologischen Schnitten und eine
entsprechende HE-Gewebefarbung. Somit war es mdglich, morphologische
Veranderungen der Zellen oder des Gewebes der Hautmodelle zu charakterisieren. Durch
die Untersuchungen der Gewebeschnitte war es moglich, den grofiten Informationsgehalt
bei der Beurteilung des Einflusses der Wundauflagen auf die Hautmodelle zu erlangen.
In Kombination mit den durchgefiihrten Assays konnte somit eine Beurteilung der
Vertréglichkeit erfolgen. In den Abbildungen 65 bis 81 werden die von jedem Hautmodell
angefertigten histologischen Schnitte und die HE-Farbung gezeigt. Abbildung 66 zeigt
die nicht belastete negative Kontrolle, welche lediglich mit NaCl beaufschlagt wurde. Die
Fibroblasten in der Dermis und an der Grenzflache zur Epidermis waren leicht langlich
und nicht abgerundet, die Epidermis war intakt und die Hornschicht gut ausgebildet.
Lediglich durch die Praparation der Hautmodelle ist es zu einem leichten Abldsen der
Epidermis gekommen, prinzipiell kann ein Ablésen der Epidermis aber auch auf eine
Schéadigung des Hautmodelles hinweisen. Abbildung 66 zeigt die mit SDS versetzte
positive zytotoxische Referenz. Gut erkennbar waren das Fehlen der Epidermis, eine
Abrundung der Fibroblasten und eine leicht perforierte Dermis. Die Abbildungen 67 bis
70 zeigen die HE-Farbung der histologischen Schnitte fiir die Hautmodelle, die mit
Silberprecursoren beschichteten Materialien A und B inkubiert wurden. Aufgrund der
erhéhten LDH-Werte und der stark gesteigerten Freisetzung von IL-1o im Uberstand,
konnte erwartet werden, dass in histologischen Schnitten der Hautmodelle, welche mit
Silbernanoprecursor auf Material B (AgNaMB) inkubiert wurden, Anzeichen flr eine
morphologische Verénderung des Gewebes oder Entziindungsanzeichen vorzufinden sein
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sollten. Dessen ungeachtet, konnte bis auf eine teilweise Abldsung der Epidermis ein
vollstandiger struktureller Aufbau (Dermis, Epidermis mit Hornschicht) ausgemacht
werden. Die Fibroblasten sowohl in der Dermis, als auch an der Grenzschicht,
Dermis/Epidermis, waren nicht tiberméfiig abgerundet und die Hautmodelle wiesen keine
perforierten Strukturen auf. Abbildung 71 bis 74 zeigen die Hautmodelle, welche mit
Zinkprecursoren beschichteten Wundauflagen inkubiert wurden. Auch diese Schnitte der
Hautmodelle der Zinkprecursoren auf Material B ZnNaMB und ZnNiMB zeigten keine
Anzeichen fiir eine Beeinflussung des Gewebes im Vergleich zu den positiven und
negativen Kontrollen, obwohl die Ausschittung von LDH und IL-1a teilweise leicht
erhoht war. Jedoch zeigten diese Hautmodelle teilweise ein erhéhtes Aufkommen von
Fibroblasten an den Grenzen zwischen Dermis und Epidermis. Auch die in Abbildungen
75 und 76 dargestellten Schnitte der Hautmodelle, die mit den reinen Matrixschichten
(ohne Wirkstoff) von Material A und B inkubiert wurden, wiesen keine Auffélligkeiten
auf, sodass von einer guten Vertraglichkeit der Siliziumdioxidschicht ausgegangen
werden konnte. Die in den Abbildungen 77 bis 81 dargestellten Resultate der Testung der
am Markt befindlichen Produkte (mit entsprechender Medizinprodukt-Zulassung) zeigten
bis auf Material M2S ebenfalls keine morphologischen Besonderheiten. Material M2S,
welches die hochste Silberfreisetzung in den Messungen aufwies, zeigte eine teilweise
Schadigung der Epidermis und Dermis, welche sich von den (Ublichen
Préparationseinfliissen abhob. Dies stand ebenfalls im Gegensatz zu den gemessenen
LDH-Freisetzungen von Material M2S. Lediglich das identische Produkt ohne Silber
(Material M2) zeigte im Vergleich zu allen anderen getesteten Materialien eine deutlich
erhohte LDH-Ausschiittung und weiterhin eine Steigerung von IL-1a im Uberstand. Als
auffallig konnte die komplexe Interaktion von Silbernanopartikelprecursor auf Material
B (AgNaMB) angesehen werden. Trotz leicht erhéhter LDH-Ausschiittung im Uberstand
und eine Ausschittung von IL-1a Uber die positive Kontrolle hinaus konnten in den
histologischen Schnitten keine morphologische Veranderung an Dermis und Epidermis
festgestellt werden. Die Reaktion der Zellen (Interleukin IL-1a) war somit deutlich
starker ausgeprégt als der eigentliche Effekt des Materials auf das Gewebe, sodass von
einer starken Immunantwort ausgegangen werden konnte. Generell war jedoch die
Freisetzung von IL-1a im Kontext zu den HE-Farbungen kein negativ anzusehender
Faktor. Ein erhohter IL-1a0 Wert kann ein Indiz dafir sein, dass die Produktion von z. B.
Kollagen angeregt wurde und die Hautbarrierefunktion erhalten bleibt. Auch kénnen
erhdhte Werte von IL-6 auf proinflammatorische Reaktionen der Zellen hinweisen,
welche weitere Immunreaktionen zur Folge haben, wie die Aktivierung von
Leukozyten.[164] 11-6 ist dabei nicht nur bei der Aktivierung des Immunsystems beteiligt,
sondern auch in vielen Heilungsprozessen und in der Regulation des Metabolismus
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involviert.[165] Die erhohte Freisetzung von IL-la und IL-6 konnte somit zur
verbesserten Immunreaktion an den betroffenen Stellen beitragen, um eine
heilungsfordernde Wirkung in diesen Arealen einzuleiten. Dennoch zeigten die
Materialien A und B mit silberhaltigen und zinkhaltigen Schichtsystemen eine gute und
sogar bessere Vertraglichkeit im Vergleich zu manchen am Markt befindlichen
Produkten.

Insgesamt zeigte sich, dass die im Rahmen dieser Arbeit beschichteten Wundauflagen
keine morphologischen Veranderungen oder starke zytotoxischen Einflusse auf die
Hautmodelle auslbten. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen anderer
Forschergruppen so zeigt sich, dass silberhaltige Wundabdeckungen die Wundheilung
nicht stéren und sogar fordern kdnnen. So wurden silberhaltige Pasten auf kinstliche
Verbrennungen von Ratten appliziert und die Wundheilung im Verlauf von 21 Tagen
beobachtet. Histologische Schnitte und eine HE-Farbung zeigten hierbei eine gute
Vertréglichkeit und keine Schédigung des Gewebes.[166] Eine andere Forschergruppe
um Wang et al. legte dar, dass eine mit Silber-Nanopartikel-PU/Keratin-Fasern
hergestellte Wundauflage in der Heilung von Verletzungen einer kommerziell
erhéltlichen Wundabdeckung (Schwamm) und dem gleichen nicht mit Silber
funktionalisierten Material in der Abheilung Uberlegen war.[167] Weiterhin zeigten diese
mit Silber funktionalisierten PU/Keratin-Faser-Materialien eine gute antibakterielle
Wirkung gegen E. coli (ATCC 25922) und S. aureus (ATCC 25923). Die HE-Farbungen
der Hautschnitte von Ratten zeigten eine gute Epithelisierung und keine Schéadigung der
Dermis oder Epidermis. Auch die Forschergruppe um Pyun et al. nutzen Ratten flr die
Uberpriifung ihrer hergestellten silberhaltigen PU-Schaum-Wundauflagen. Diese
Wundauflagen konnten eine sehr gute antibakterielle Wirkung gegen MRSA (ATCC
33591), E. coli (ATCC 35218), S. aureus (ATCC 25923) sowie P. aeruginosa (ATCC
27853) aufweisen. Weiterhin konnte in den HE-Farbungen der entnommenen Haut der
Ratten eine intakte Epidermis und Dermis festgestellt werden, was vergleichbar mit den
Ergebnissen in dieser Arbeit ist, in welcher die Hautmodelle nach einer Inkubation mit
den silberhaltigen Wundauflagen ebenfalls eine intakte Epidermis vorzuweisen hatten.
Auch eine andere Forschergruppe um Pannerselvam et al., die mit Silbernanopartikeln
benetzte Baumwolltextilien nutzten, um den Einfluss auf die Wundheilung an Ratten zu
verifizieren, kamen zu dem Schluss, dass Silbernanopartikel in der Lage sind, die
Wundheilung zu fordern und keinen negativen Effekt auf das Gewebe ausibten.
Weiterhin konnte dargestellt werden, dass grolRere Konzentrationen der eingesetzten
Silbernanopartikel (PartikelgroBen 35 nm) die Heilung der kinstlichen Wunden
beschleunigen konnte. Jedoch wiesen die Wunden, welche mit den mit
Silbernanopartikeln ausgeriisteten Textilien behandelt wurden, geschwollene Rénder
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trotz der verbesserten Heilung auf.[168] Diese Reaktion konnte in Ubereinstimmung mit
der teilweise gemessenen erhohten Interleukinausschuttung (IL-1a) in dieser Arbeit
gebracht werden. Es zeigt sich, dass bei den meisten getesteten Produkten, wie auch bei
den in dieser Arbeit hergestellten Wundauflagen, keine Verfarbung der Haut bei geringen
Konzentrationen von Silber erfolgte. Weiterhin wurde festgestellt, dass die Haut, ob im
kinstlich hergestellten Modell oder im Tierversuch (Literatur), keine negativen
Auswirkungen erfahrt. Jedoch zeigen Fallbeispiele aus der Praxis, dass langer anhaltende
Anwendung von silberhaltigen Produkten zu ungewollten Interaktionen mit Gewebe
fuhren kann.[169] Bei mehreren Patienten wurden hierbei Verfarbungen des Gewebes an
Hénden und Haaransatz festgestellt, die Silbereinlagerungen konnten ebenfalls in HE-
Farbungen nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich jedoch um eine langere orale
Einnahme von silberhaltigen Produkten, welcher mit der kurzzeitigen Exposition auf der
Hautoberflache nur bedingt vergleichbar ist. Dessen ungeachtet ist eine systemische
Aufnahme bei ldngeren Expositionen und grofReren Silberkonzentrationen nicht
ausgeschlossen, auch wenn diese keine gesundheitlichen Folgen nach sich ziehen muss.
Einer von wenigen dokumentierten Féllen der Verféarbung der Wunde bei der Interaktion
mit silberhaltigen Wundauflagen wurde in Osterreich von Zweiker et al. dokumentiert.
Hierbei wurden an einem Patentien nach der Verbrennung von 8 % seiner
Korperoberflache silberhaltige Wundauflagen (ACTICOAT®) appliziert. Bereits nach
wenigen Tagen waren Grof3teile der Wunde durch eine Verfarbung gekennzeichnet.
Diese Verfarbung blieb mehrere Jahre bestehen, bis sie sich zuriickbildete und somit
keinen dauerhaften Effekt verursachte. Trotz dieser Verfarbung heilten die Wunden ohne
Narbenbildung.[170] Ein weitere dokumentierter Fall fir ungewollte Verfarbung und
zusitzliche Lebertoxizitat wurde bei der Anwendung von ACTICOAT® 2006 von Trop
et al. beschrieben. Hierbei wurde an einem Patienten mit Verbrennungen an 30 % seiner
Kdrperoberflache nach einer Woche der Behandlung Verfarbungen an Gesicht und Haut
festgestellt. Zusatzlich wurden erhéhte Leberenzyme sowie erhohte Werte von Silber in
Blut und Urin festgestellt und der Patient klagte Gber allgemeines Unwohlsein. Jedoch
waren diese Symptome nach Beendigung der Therapie reversibel.[171] Dieser letzte Fall
verdeutlicht, dass hohe Konzentrationen von Silber in den antibakteriellen Wundauflagen
zu negativen Effekten wahrend der Behandlung flhren konnen. Das verwendete
ACTICOAT® weist dabei einen Silbergehalt von 109 mg pro 10 x 10 cm Flache auf und
liegt damit weit oberhalb der in dieser Arbeit erzeugten Wundauflagen mit maximal 4,5
mg Silber pro 10 x 10 cm.[14]
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5.5 Fazit

Die umfangreichen Untersuchungen der beschichteten Wundauflagen zeigten, dass die
APCVD-Technik groRes Potenzial fur die Anwendung im medizinischen Bereich bietet.
Zweifelsfrei konnte die Herstellung von antibakteriell wirkenden Wundauflagen mit
geringen Gehalten der antibakterielle wirkenden Metalle Silber und Zinkoxid auf der
Oberflache bestétigt werden. Die Wirkung der Wundauflagen, sowohl direkt als auch
indirekt, war gegen die Mikroorganismen Escherichia coli HB101, Klebsiella
pneumoniae ATCC 4352, Staphylococcus aureus ATCC 6538 als auch den Antibiotika
resistenten Stamm Staphylococcus aureus ATCC 33591 gegeben. Parallel konnte eine
gute Vertréglichkeit an HaCaT-Monolayerzellkulturen und dem 3D-Hautmodell,
bestehend aus priméren Fibroblasten und Keratinozyten, nachgewiesen werden. Erhéhte
Werte der einzelnen Interleukine der Hautmodelle IL-1a, IL-6 und IL-8 standen
scheinbar in keinem direkten Zusammenhang mit schadlichen Einflissen auf die
Hautmodelle. Die Wirkung der zinkhaltigen Beschichtungen war im direkten
Kontakt/Umfeld der Mikroorganismen mit den Materialien unerwartet auf gleich hohem
antibakteriellem Niveau im Vergleich zu den silberhaltigen Beschichtungen und den am
Markt befindlichen Produkten. Betrachtet man diese Ergebnisse im Kontext des geringen
Gehaltes an Wirkstoff in den Schichten mit maximal 4,5 mg Silber auf einer Flache von
10 x 10 cm gegen am Markt befindliche Produkte, die im Bereich von 7,5 mg bis 164 mg
liegen, so konnte bei bedeutend geringeren Wirkstoffgehalt eine bessere antibakterielle
Wirkung erzielt werden.[14] Ferner war es unter Verwendung der APCVD-Technik
mdoglich die antibakteriellen Schichten mit geringem Wirkstoffgehalt auf den
unterschiedlichsten textilen Substraten zu applizieren. Auf diesem Weg kann die Nutzung
von mehreren Produkten bei einer Behandlung reduziert werden, da die antibakteriellen
Schichten auf dem notwendigen Basismaterial appliziert werden konnen. Die
zinkhaltigen  Schichten zeigten trotz des geringen maximalen errechneten
Wirkstoffgehalts von 16 mg Zink pro 10 x 10 cm Wundauflage eine sehr starke
antibakterielle Wirkung auf dem Niveau von silberhaltigen Wundauflagen. Der Vorteil
bei der Nutzung von Zink liegt im Gegensatz zu Silber in der Mdglichkeit der Resorption
und Verarbeitung in den Stoffwechselprozessen von freiem Zink durch den Korper.
Geringe Mengen der eingesetzten Wirkstoffe konnen zu weniger moglichen
unerwinschten Nebenwirkungen[170][171] wéhrend der potenziellen Behandlung von
Patienten fihren und sorgen flr eine schonende Nutzung von Ressourcen. Jedoch sollte
die Anwendung der APCVD-Technik in der Praxis noch weitere technologische
Verbesserungen, wie eine groéfRere Beschichtungsbreite und eine schnellere Beschichtung
erfahren. Potenziell ist die Technologie der Atmosphérendruckplasmabeschichtung
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jedoch geeignet flr die antibakterielle Ausriistung von Textilien und flr deren Gebrauch
als Wundauflagen.

Weiterfuhrende Untersuchungen zur  Atmosparendruckplasmabeschichtung von
Wundauflagen sollten die Freisetzung der Silber- und Zinkanteile Gber die Dauer der
moglichen Anwendung in kleineren Zeitabfolgen (unter 24 h) detaillierter untersuchen,
um somit in Abh&ngigkeit der Beschichtungsparameter die Steuerung der Freisetzung zu
charakterisieren. Weiterhin sollte die Kombination der beiden verwendeten Metalle auf
die antibakterielle und zytotoxische Wirkung untersucht werden, um eventuelle
Reduzierung der eingesetzten Konzentrationen zu erreichen oder mdgliche
Synergieeffekte aufzuzeigen. Im Zuge der Nanosicherheit sollten nach der Inkubation der
Wundauflagen mit den Hautmodellen selbige auf Anreicherungen von Nanopartikeln
untersucht werden, was in Bezug auf Silber, welches nicht im Stoffwechselkreislauf des
Kdrpers eingebunden ist, als kritisch betrachtet werden kénnte. Die Adaption auf weitere
relevante medizinische Oberflachen (Implantate, Katheter) kann mit dieser Basis an
Ergebnissen ebenfalls in Betracht gezogen werden.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, am Markt befindliche textile Materialien, welche als Basis fur
Wundauflagen geeignet sind, mittels der Technik der
Atmospharendruckplasmabeschichtung (APCVD) mit einem antibakteriell wirkenden
Schichtsystem nachtréglich zu modifizieren. Zu diesem Zweck wurden verschiedene
Textilien als Ausgangsbasis genutzt: ein Pflastertrdger aus Polyamid und Viskose
(Material A) sowie eine Kompressenumhiillung aus den gleichen Ausgangsmaterialien
(Material B). Die Beschichtungen bestanden aus einer Siliziumdioxidmatrix, welche mit
nanopartikularen Formen von Silber und Zinkoxid als Wirkstoff versehen wurde. Silber
und Zinkoxid wurden jeweils in zwei verschiedenen Applikationsformen in diese
Kompositschicht eingebracht, zum einen als vorgefertigte Nanopartikel und zum anderen
als im Plasma generierte Nanopartikel. Fur letztere wurden Metallsalze in das Plasma
eingespeist, um daraus in situ Nanopartikel zu genieren. Es folgte eine umfangreiche
Analytik der so hergestellten Wundauflagen. Parallel wurden in mehreren Tests drei am
Markt befindliche silberhaltige Wundauflagen als Referenz Uberprift. An den
beschichteten Textilien konnte gezeigt werden, dass durch die Einstellung der Dosierrate
der Wirkstoffprecursoren die Gesamt-Freisetzungsrate von Silber und Zink Uber 24 h
beeinflusst werden konnte. Durch die geringe Schichtdicke von 50 nm und den
eingelagerten Wirkstoffgehalt in der GréRenordnung von 1 bis 5 At% konnte der
Gesamtwirkstoffgehalt auf einer typischen Flache von 10 x 10 cm sehr weit abgesenkt
werden. Am Markt befindliche silberhaltige Produkte weisen bis auf Silber-Aktivkohle
Silberkonzentrationen im Bereich von 7,5 mg bis 164 mg Ag auf 10 x 10 cm auf.
Hingegen war die maximal aufgebrachte Menge von Silber in den Beschichtungen auf
den Materialien A und B lediglich 4,5 mg Silber auf einer Flache von 10 x 10 cm. Die
maximal eingelagerte Menge von Zink in den Schichten war mit 16 mg deutlich groRer,
jedoch gab es kaum Vergleichsmaterial am Markt, was die Besonderheit der zinkhaltigen
Beschichtung unterstrich. Die biologische Beurteilung der mit den Wirkstoffen
versehenen Wundauflagen erfolgte an verschiedenen gramnegativen und grampositiven
Test-Mikroorganismen sowie an HaCaT-Keratinozyten und einem 3D-Hautmodell. Im
Kontakt mit den Bakterien E. coli, S. aureus und K. pneumoniae zeigten die mit Silber
und Zink beschichteten Wundauflagen eine starke antibakterielle Wirkung. Dies konnte
durch verschiedene Testmethoden wie dem Test nach JIS L 1902, dem BTG-Assay und
dem KbE-Test sowie der Mikroplattenlasernephelometrie direkt und indirekt ermittelt
und reproduziert werden. Im indirekten Kontakt mit Extrakten nach DIN EN 1SO 10993-
12 aus den Textilien hatten alle mit Silber beschichteten Wundauflagen im Vergleich zu
den zinkoxidhaltigen Schichten eine bessere antibakterielle Wirkung. Die zytotoxische
Wirkung der Wundauflagen wurde mithilfe von HaCaT-Keratinozyten und einem 3D-
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Hautmodell aus Fibroblasten und Keratinozyten tiberpriift. Fur die Uberpriifung an
Monolayerzellkulturen wurden identische Extraktionsverhaltnisse genutzt, wie sie fur die
indirekten antibakteriellen Messungen genutzt wurden. Es konnte fur die hodchsten
Konzentrationen der Extrakte aus Material B mit Silbernitratprecursor (4,8 mg/l Ag) eine
beginnende negative Wirkung auf HaCaT-Monolayerzellenkulturen nachgewiesen
werden, die jedoch noch nicht als zytotoxisch einzustufen war. Weiterhin hatten die
Konzentrationen an freigesetztem Zink (1,3 mg/l Zn) keine negativen Wirkungen auf
HaCaT- Monolayerzellenkulturen. Die direkte Interaktion der beschichteten
Wundauflagen mit den Hautmodellen bestéatigte die gute Vertraglichkeit der
Untersuchungen an Monolayerzellenkulturen. Es konnten keine morphologischen
Veranderungen der Hautmodelle nachgewiesen werden, was eine Schadigung der
Modelle ausschloss. Durch die Untersuchungen konnte demonstriert werden, dass die
Atmospharendruckplasmabeschichtung geeignet ist, um Wundauflagen mit dinnen
antibakteriellen Schichten, dotiert mit Silber und Zinkoxid, auszustatten. Hierbei konnte
bereits bei sehr geringen Konzentrationen der Wirkstoffe eine gute antibakterielle
Wirkung erzielt werden. Parallel konnte mit den beschichteten Textilien keine Toxizitét
auf die gepruften Zelltypen und das Hautmodell nachgewiesen werden. Das somit
ermittelte Prozessfenster fur die Beschichtungen zur Generierung antibakteriell
wirksamer, aber nicht zytotoxischer und hautschédigender Wirkstoffschichten lag bei
einer Dosierrate von 35 pl/min fur silberhaltige Precursoren mit 5 % Silbergehalt und 25
pl/min fur zinkhaltige Precursoren mit 25 % Zinkgehalt. Die aus den Untersuchungen
gewonnenen Daten zeigten, dass die freigesetzte maximale Menge an Silber von 4,8 mg/I
eine gute antibakterielle Wirkung gegen S. aureus und K. pneumoniae hatte, aber auch
bereits Konzentrationen von 1,63 mg/l eine gute Wirkung erreichten. Hingegen zeigte
keiner der Extrakte aus den mit Zinkoxid beschichteten Wundauflagen eine zytotoxische
Reaktion, was auf tolerierbare Konzentrationen deutlich tiber 1,3 mg/l Zn schlieRen lief3.
Die direkte Anwendung der Textilien A und B mit den silber- und zinkhaltigen
Schichtsystemen zeigte am Hautmodell keine negativen Auswirkungen, sodass von einer
unbedenklichen Konzentration der beiden Metalle Silber und Zink ausgegangen werden
konnte. Diese Ergebnisse zeigten, dass bereits sehr geringe Konzentrationen der
eingesetzten Wirkstoffe in einer oberflachlichen sehr diinnen Beschichtung im Bereich
von 50 nm geniigten, um die Performance von am Markt befindlichen Produkten zu
erreichen und zu Ubertreffen. Fir die Atmosparendruckplasmabeschichtung von
Medizinprodukten wurde somit ein neuer Ausgangspunkt und Stand der Technik fir
weitere Anwendungen gelegt.
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